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RESUMEN 
MC. Deyani Nocedo Mena Fecha de graduación: Diciembre/2019 
 
Universidad Autónoma de Nuevo León 
 
 
Facultad de Ciencias Químicas 
 
 
Título del estudio: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN  
DE LOS CONSTITUYENTES DE LAS HOJAS DE Cissus incisa, 
DETERMINACIÓN DE SU ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA, CITOTÓXICA Y 
MECANISMO DE ACCIÓN DEL COMPUESTO MÁS ACTIVO 
Número de páginas: 273 Candidato para el grado de Doctor en 
Ciencias con Orientación en Farmacia 
Área de estudio: Farmacia  
Propósito y método de estudio:  
 
En la actualidad, dos serios problemas de salud pública a escala mundial ocupan la 
atención de la comunidad científica internacional, debido un aumento gradual de su 
incidencia y mortalidad: la proliferación de la resistencia bacteriana, y el aumento de la 
resistencia de las células cancerígenas a la quimioterapia. En este sentido, los productos 
naturales o sus derivados juegan un papel fundamental en el descubrimiento y desarrollo 
de compuestos estructuralmente diversos con mecanismos de acción distintos a los de los 
medicamentos actuales. 
Los esfuerzos para validar científicamente el uso de especies mexicanas en la medicina 
tradicional nos condujeron al estudio de Cissus incisa. Especie que hasta el momento no 
cuenta con reportes en la literatura de su composición química y actividad farmacológica 
que certifiquen su uso para tratar infecciones en la piel, abscesos, y tumores. De las hojas 
de C. incisa se obtuvieron tres extractos: hexánico, cloroformo/metanol y acuoso. El 
extracto hexánico fue analizado por Cromatografía de Gases acoplado a Espectrometría 
de Masas (CG-EM). Por su parte, el extracto cloroformo/metanol fue sometido a varias 
columnas cromatográficas para aislar y purificar los compuestos mayoritarios. La 
estructura química de estos productos naturales fue determinada utilizando métodos 
espectroscópicos y espectrométricos. Posteriormente, fueron evaluados para determinar 
su actividad antibacteriana y citotóxica. De los resultados obtenidos para ambas 
actividades biológicas fue seleccionado el producto natural más activo. Al mismo se le 
propuso un posible mecanismo de acción basado en las evidencias de estudios 
bioinformáticos y mediante un ensayo de liberación de contenidos vesiculares. 
Conclusiones y contribuciones: 
Del extracto hexánico se identificaron por CG-EM 17 compuestos, entre ellos: 9 alcanos, 
6 terpenos, un esterol y una cetona, siendo el compuesto más abundante el β-sitosterol. 
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CAPÍTULO 1 
INTRODUCCIÓN 
 
1.1 Enfermedades Infecciosas 
A principios del siglo XXI, las enfermedades infecciosas siguen siendo una de las causas 
más importantes de muerte en la humanidad, aunque su contribución relativa ha ido 
disminuyendo desde el siglo XIX.1 Estas enfermedades pueden transmitirse, directa o 
indirectamente de una persona a otra, lo cual ocurre  a través de la piel o las superficies 
mucosas internas de las vías respiratorias, gastrointestinales y urogenitales.2 
Los agentes causantes de las enfermedades infecciosas se dividen en cinco grupos: 
virus, bacterias , hongos, protozoos y helmintos. Las enfermedades infecciosas derivan su 
importancia del tipo y la extensión del daño que sus agentes causales infligen en los 
órganos y/o sistemas cuando ingresan a un huésped. El daño a los tejidos se debe a los 
procesos metabólicos de los agentes infecciosos intracelulares o dentro de los fluidos 
corporales, con la producción y liberación de toxinas o enzimas que interfieren con las 
funciones normales de los órganos y/o sistemas. Estos productos pueden distribuirse y 
causar daños de tal manera que el patógeno invade más órganos y/o sistemas.2,3 
El sistema inmunológico combate los agentes infecciosos y los elimina. La enfermedad 
infecciosa resulta o emerge en los casos en que dicho sistema no logra eliminar los agentes 
infecciosos patógenos.3 
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Estas enfermedades infecciosas se caracterizan por la aparición de distintos síntomas entre 
los que se pueden mencionar fiebre, malestar general, decaimiento, entre otros. Toda 
enfermedad infecciosa pasa por tres etapas: un período de incubación, período de 
desarrollo, que es donde aparecen los síntomas característicos, y por último, la 
convalecencia.4 
Seis enfermedades infecciosas (la neumonía, la tuberculosis, las enfermedades diarreicas, 
el paludismo, el sarampión y el VIH/SIDA) provocan más de la mitad de todas las 
defunciones prematuras, causando sobre todo la muerte de niños y adultos jóvenes.5  
1.1.1 Infecciones causadas por bacterias 
Las bacterias son microorganismos con una capacidad extraordinaria de adaptación a 
diferentes condiciones ambientales. La capacidad infecciosa de las bacterias patógenas 
radica en que poseen la información genética necesaria para colonizar los tejidos del 
huésped, invadirlos y/o producir sustancias tóxicas que causarán la enfermedad.6  
Las bacterias son las causantes de las infecciones respiratorias más comunes; los 
principales géneros involucrados varían, en función del tipo de cuadro respiratorio y del 
grupo etario involucrado.7 
En la neumonía adquirida en la comunidad se ha reportado que los principales 
microorganismos asociados son: Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), 
Mycoplasma pneumoniae (M. pneumoniae) y Legionella sp. Cuando se analizan 
poblaciones cerradas, como campos militares y escuelas, el Streptococcus pyogenes (S. 
pyogenes) es el agente causal más frecuente de brotes de neumonía. Por otro lado, si bien 
Staphylococcus aureus (S. aureus), S. pneumoniae y Haemophilus influenzae (H. 
influenzae) son causas poco frecuentes de neumonías en adultos, excepto cuando van 
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acompañadas de epidemias por virus de la influenza, estos microorganismos se observan 
con mayor frecuencia en infecciones del tracto respiratorio inferior de niños. En las 
poblaciones de pacientes hospitalizados, S. aureus y los bacilos Gram-negativos aerobios 
son una causa común de neumonía.7 
Numerosas infecciones bacterianas pueden persistir en el huésped durante largos períodos 
de tiempo a pesar del tratamiento con antibióticos. Esta persistencia es una preocupación 
médica importante, ya que conduce al uso excesivo de antibióticos y, por lo tanto, 
contribuye a la resistencia a los antimicrobianos.8 
1.1.2 Infecciones nosocomiales 
Cada año, el tratamiento y la atención de cientos de millones de pacientes en todo el 
mundo se complica a causa de infecciones contraídas durante la asistencia médica. Como 
consecuencia, algunas personas se enferman más gravemente que si no se hubieran 
infectado. Algunas deben permanecer más tiempo en el hospital, otras quedan 
incapacitadas por un largo período, y otras mueren. Además del costo en vidas humanas, 
esta situación genera una carga económica adicional importante para los sistemas de salud. 
Las infecciones hospitalarias o nosocomiales están relacionadas con la atención sanitaria 
y constituyen un problema importante de seguridad del paciente.9 
Una infección nosocomial puede definirse por una de las siguientes formas: infección 
contraída en el hospital por un paciente internado por una razón distinta de esa infección 
ó aquella que se presenta en un paciente internado en un hospital o en otro establecimiento 
de atención de salud en quien la infección no se había manifestado ni estaba en período 
de incubación en el momento del internado. Comprende también las infecciones 
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contraídas en el hospital, pero manifiestas después del alta hospitalaria y también las 
infecciones ocupacionales del personal del establecimiento.10 
Las infecciones nosocomiales ocurren más frecuentemente en las heridas quirúrgicas, las 
vías urinarias y las vías respiratorias inferiores. 11  
Las bacterias que causan el mayor número de infecciones en las vías respiratorias en 
hospitales son: Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecium, E. faecalis, Escherichia 
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia y 
S. aureus. Las infecciones con estas bacterias complican las condiciones clínicas del 
paciente y están asociadas con una alta morbilidad y mortalidad.9 
Otro de los factores a tener en cuenta es el costo que generan estas patologías. Se estima 
que las infecciones nosocomiales en Inglaterra generan un costo de 1000 millones de 
libras por año. En los Estados Unidos de América (EUA), la cifra es entre 4500 a 5700 
millones de dólares americanos. En México, el costo anual se aproxima a los 1500 
millones de pesos.9,12 
Los datos de la Red Nacional de Seguridad Sanitaria de EUA indican que las bacterias 
Gram-negativas son responsables de más del 30% de las infecciones adquiridas en el 
hospital. Una variedad de organismos Gram-negativos son responsables de estas 
infecciones nosocomiales, siendo la familia Enterobacteriaceae el grupo más identificado 
en general.13,14 
Las infecciones causadas por bacterias Gram-negativas tienen características que son 
especialmente preocupantes. Estos organismos son altamente eficientes en la adquisición 
de genes que codifican mecanismos de resistencia a los antibióticos. Además, disponen 
de una gran cantidad de mecanismos de resistencia, ya sea contra el mismo antibiótico o 
utilizando un solo mecanismo para afectar a múltiples antibióticos.14  
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1.1.3 Epidemiología de las infecciones bacterianas 
De acuerdo a las estadísticas de la Organización Mundial de la Salud (OMS), las 
infecciones de las vías respiratorias inferiores continúan siendo la enfermedad 
transmisible más letal; en 2016 causaron tres millones de defunciones en todo el mundo.15 
En México, hasta el año 2014, las principales causas de morbilidad fueron las 
enfermedades infecciosas, los tres primeros lugares como causa de morbilidad fueron 
ocupados por las Infecciones Respiratorias Agudas (IRA), las infecciones intestinales y la 
infección de vías urinarias. Según las estadísticas oficiales, en este país las IRA 
constituyen la primera causa de morbilidad e ingreso hospitalario en los menores de 5 
años.12,16 
En relación a las infecciones nosocomiales, más de 1.4 millones de personas de todo el 
mundo contraen infecciones en el hospital en todo momento. Como se mencionó 
anteriormente, estas infecciones desencadenan una mayor resistencia de los 
microorganismos a los fármacos antimicrobianos, además son responsables de la 
prolongación de las estancias hospitalarias, de enormes costos adicionales para los 
sistemas de salud, de elevados costos para los pacientes y sus familias, incluso de muertes 
innecesarias.17  
En México, el control de infecciones nosocomiales se formaliza a partir del programa 
establecido en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición “Salvador Zubirán”, 
que se extiende a los otros Institutos Nacionales de Salud y desde donde surge la Red 
Hospitalaria de Vigilancia Epidemiológica. Se calcula que en este país 450 000 casos de 
infecciones relacionadas con la atención sanitaria causan 32 muertes por cada 100 000 
habitantes por año.12  
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1.1.4 Tratamiento de las enfermedades infecciosas bacterianas 
Para combatir a los agentes patógenos causantes de estas enfermedades infecciosas, se 
cuenta con una amplia gama de antibióticos con diversos mecanismos de acción y 
efectividad probada18 (Tabla 1), aunque en la mayoría de los casos se inicia con un 
“tratamiento empírico” donde se desconoce al agente etiológico y/o su sensibilidad 
antimicrobiana.19  
La finalidad del tratamiento con antimicrobianos es seleccionar un medicamento con 
actividad selectiva contra los agentes patógenos más probables y con menos posibilidades 
de causar efectos adversos o de promover la resistencia. Debido a su estructura y grado de 
afinidad con los sitios objetivo, se clasifican en: betalactámicos, glucopéptidos, 
antimetabolitos, tetraciclinas, quinolonas, aminoglucósidos, cloranfenicol, macrólidos, 
lincosamida, estreptograminas y oxazoladinonas.20 
Los antibióticos han salvado millones de vidas, pero además han supuesto una revolución 
en la medicina. Sin embargo, desde hace algunos años, una amenaza creciente deteriora 
la eficacia de estos fármacos: la resistencia bacteriana.1 
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TABLA 1 Antibióticos, modo de acción y mecanismos de resistencia18 
 
Familia Mecanismos  de acción Fármacos Mecanismos de resistencia 
Betalactámicos 
Inhiben la 
síntesis de la 
pared celular 
bacteriana 
 
Penicilinas G y V, 
Metilicina, Oxacilina,  
Nafcilina, Ampicilina, 
Amoxicilina, 
Carbenicilina, Ticarcilina, 
Piperacilina, Mezlocilina 
Producción de β-lactamasas, como las β-lactamasas de 
espectro extendido (BLEE), enzimas mediadas por 
plásmidos AmpC, y β-lactamasas que hidrolizan los 
carbapenems (carbapenemasas), y mediante la producción 
de genes BLEE (blaCTX-M, blaTEM, blaSHV 
Carbapénemicos: 
Imipenem, Meropenem, 
Doripenem, Ertapenem 
       La resistencia a los carbapenems en algunas especies es 
intrínseca. Como en metalo-β-lactamasa (MBL) L1. En 
bacterias clínicamente importantes, la resistencia al 
carbapenem se adquiere mediante eventos mutacionales o la 
adquisición de genes mediante la transferencia horizontal. 
Bomba tripartita de eflujo, sobreexpresión de resistencia de 
bombas de eflujo mediada por enzimas (β-lactamasas, 
carbapenemasas) 
Monobactámicos: 
Aztreonam 
 
Inhibidores de las 
Betalactamasas: Ácido 
Clavulánico, Sulbactam, 
Tazobactam 
 
Cefalosporinas: 
1ª generación: Cefalexina, 
Cefalotina 
2ª generación: Cefaclor, 
Cefuroxima, Cefoxitina 
3ª generación: Cefotaxima, 
Ceftriaxona, Ceftazidima 
El    El mecanismo más frecuente de resistencia a las 
cefalosporinas es su destrucción por hidrólisis del anillo β- 
lactámico. 
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TABLA 1. Antibióticos, modo de acción y mecanismos de resistencia (Continuación) 
 
Familia Mecanismos  de acción Fármacos Mecanismos de resistencia 
Glucopéptidos 
Inhiben la síntesis de la pared 
celular en bacterias Gram-
positivas. 
Vancomicina, 
Teicoplanima 
Cinco fenotipos resistentes a Vancomicina (VanA-E), 
originados en enterobacterias resistentes a vancomcina 
(ERV). 
Resistencia mediada por eflujo, bombas de eflujo AcrF      
causan resistencia. 
Antimetabolitos: 
Sulfonamidas y 
Trimetoprim 
Evitan el uso bacteriano 
normal de ácido p-
aminobenzoico (PABA) para 
la síntesis de ácido fólico 
(ácido pteroilglutámico). 
Inhiben la dihidropteroato 
sintasa, enzima bacteriana que 
provoca la incorporación del 
PABA en el ácido 
dihidropteroico, precursor 
inmediato del acido fólico. 
Sulfacetamida, 
Sulfanilamida, 
Sulfadiacina, 
Sulfametoxazol, 
Sulfisoxazol 
 
Modificaciones enzimáticas de la célula bacteriana: 
menor afinidad de la dihidropteroato sintasa por las 
sulfonamidas, permeabilidad bacteriana reducida o la 
salida activa del fármaco, una vía metabólica alterna 
para la síntesis de un metabolito esencial ó mayor 
producción de un metabolito esencial o antagonista del 
fármaco. 
Tetraciclinas 
Inhiben la síntesis de 
proteínas de la bacteria al 
ligarse al ribosoma bacteriano 
30 S y evitan la llegada del 
aminoacil ARNt al sitio 
aceptor en el complejo 
ARNm ribosomal. 
Clortetraciclina, 
Oxitetraciclina, 
Demeclociclina, 
Doxiciclina, 
Minociclina 
 
La resistencia a las tetraciclinas se debe con mayor 
frecuencia a las bombas de flujo de salida ABC o por 
modificación ribosomal. También se ha reportado una 
enzima inactivadora de tetraciclinas, TetX. 
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TABLA 1. Antibióticos, modo de acción y mecanismos de resistencia (Continuación) 
 
Familia Mecanismos de acción Fármacos Mecanismos de resistencia 
Quinolonas Inhiben el superenrollamiento del 
ADN mediado por la girasa. 
1ª generación: 
Ácido Nalidíxico 
2ª generación: 
Ciprofloxacina, 
Levofloxacina, 
Ofloxacina 
3ª generación: 
Esparfloxacina, 
Gatifloxacina 
    La resistencia por modificación de la diana 
ocurre comúnmente por mutaciones en los 
genes gyrA y el gen qnrA mediado por el 
plásmido parC. Las bombas de eflujo de 
fluoroquinolonas, que pueden ser intrínsecas 
o adquiridas, comúnmente muestran una 
amplia actividad. 
Aminoglucósidos 
Se unen a la subunidad ribosómica 
30S e interfieren en el comienzo de la 
síntesis proteica. El aminoglucósido 
que se liga a la subunidad 30S 
también ocasiona lectura errónea de 
ARNm, lo cual produce una proteína 
sintetizada en forma incompleta o 
incorporación de aminoácidos 
incorrectos que culmina en la 
producción de proteínas anormales o 
no funcionales. 
Gentamicina, 
Amikacina, 
Tobramicina, 
Netilmicina, 
Estreptomicina, 
Neomicina, 
Kanamicina 
     Poca penetración intracelular del antibiótico, 
inactivación del fármaco por las enzimas 
microbianas o la escasa afinidad del fármaco 
por el ribosoma bacteriano. 
Cloranfenicol 
Inhibe la síntesis proteínica. Se une 
reversiblemente a la subunidad 
ribosómica 50S (cerca del sitio de 
unión de los macrólidos y la 
clindamicina, los cuales inhiben el 
cloranfenicol en forma competitiva). 
 
Depende de la acetiltransferasa codificada en 
plásmido que inactiva el fármaco. También 
es consecuencia de la menor permeabilidad y 
de la mutación ribosómica 
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TABLA 1 Antibióticos, modo de acción y mecanismos de resistencia (Continuación) 
 
 
Familia Mecanismos de acción Fármacos Mecanismos de resistencia 
Macrólidos 
Son fármacos 
bacteriostáticos que inhiben 
la síntesis proteínica al unirse 
de manera reversible a las 
subunidades ribosómicas 50S 
de microorganismos 
sensibles en el sitio en que se 
unen a cloranfenicol 
o en un punto muy cercano 
Eritromicina. 
Claritromicina, 
Azitromicina 
 
• Salida del fármaco por bombeo activo (codificado por 
mrsA, mefA o mefE en los estafilococos, 
en los estreptococos del grupo A o en S. pneumoniae)  
• Protección ribosómica por la producción inducible o 
constitutiva de las enzimas metilasas, mediada por la 
expresión de ermA, ermB y ermC que modifican el punto 
ribosómico de acción y disminuyen la unión con el 
fármaco. 
• Hidrólisis de macrólidos por esterasas producidos por 
la familia Enterobacteriaceae. 
• Mutaciones cromosómicas que alteran la proteína 
ribosómica 50S (en B. subtilis, especies de 
Campylobacter, micobacterias y cocos gram-positivos) 
Lincosamida  
Se une a la subunidad 50S de 
los ribosomas bacterianos y 
suprime la síntesis de 
proteínas 
Clindamicina 
La resistencia a macrólidos provienente de la 
metilación ribosómica de enzimas codificadas por erm 
también puede generar resistencia a la Clindamicina. 
La misma no es sustrato para las bombas de salida de 
macrólido. 
Estreptograminas 
Inhibe la síntesis proteínica al 
combinarse 
irreversiblemente al 
ribosoma 50S 
Quinopristina/ 
Dalfopristina 
La resistencia a Quinopristina/Dalfopristina siempre se 
asocia a un gen de resistencia para las 
Estreptograminas de tipo A. Impidiendo la unión del 
fármaco a su sitio de acción. 
Oxazoladinonas 
Inhibe la síntesis de proteínas 
al unirse al sitio P de la 
subunidad ribosómica 50S  
Linezolid 
La resistencia en caso de enterococos y estafilococos 
proviene de mutaciones puntuales del ARNr en 23S. 
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1.1.5 Resistencia bacteriana 
La resistencia bacteriana se puede definir como la capacidad de una bacteria para 
sobrevivir en concentraciones de antibiótico que inhiben/matan a otras de la misma 
especie. El uso inapropiado de antibióticos, las  prescripciones médicas empíricas por la 
falta de pruebas diagnósticas rápidas y fiables, el uso generalizado de antimicrobianos 
para tratamiento o profilaxis, el poco apego a la prescripción, son factores contribuyentes 
a la resistencia bacteriana.1 
Los organismos multifármacorresistentes han surgido no sólo en el entorno hospitalario, 
sino que ahora se identifican a menudo en entornos comunitarios, lo que sugiere que 
existen reservorios de bacterias resistentes a los antibióticos fuera del hospital.21 
Como parte de las actividades de la OMS para combatir el creciente problema mundial 
de la resistencia a los antimicrobianos, en Febrero de 2017, se publica la primera lista de 
«patógenos prioritarios» resistentes a los antibióticos, en la que se incluyen las 12 familias 
de bacterias más peligrosas para la salud humana.22 
La lista se ha elaborado para tratar de guiar y promover la Investigación y Desarrollo 
(I+D) de nuevos antibióticos, en la misma se pone de relieve especialmente la amenaza 
que suponen las bacterias Gram-negativas resistentes a múltiples antibióticos (Tabla 2).22 
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TABLA 2. Lista de patógenos prioritarios para la Investigación y Desarrollo de nuevos 
antibióticos publicada por la OMS 
 
     1.1.5.1 Mecanismos de resistencia bacteriana 
La respuesta bacteriana al “ataque” de los antibióticos es el mejor ejemplo de adaptación 
bacteriana y el pináculo de la evolución. La “supervivencia del más apto” es una 
consecuencia de una inmensa plasticidad genética de patógenos bacterianos que 
desencadenan respuestas específicas que resultan en adaptaciones mutacionales, 
adquisición de material genético o alteración de la expresión génica que produce 
resistencia a prácticamente todos los antibióticos actualmente disponibles en la práctica 
clínica.21  
Prioridad 1: CRÍTICA 
1 A.  baumannii, resistente a carbapenémicos 
2 P. aeruginosa, resistente a carbapenémicos 
3 
Enterobacteriaceae, resistentes a carbapenémicos, productoras de Beta-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) 
Prioridad 2: ELEVADA 
1 E. faecium, resistente a vancomicina 
2 
S. aureus, resistente a meticilina, con sensibilidad intermedia y resistencia a 
vancomicina 
4 Helicobacter pylori, resistente a claritromicina 
5 Campylobacter spp., resistente a fluoroquinolonas 
6 Salmonella spp., resistente a fluoroquinolonas 
7 
Neisseria gonorrhoeae, resistente a cefalosporinas, resistente a 
fluoroquinolonas 
Prioridad 3: MEDIA 
1 S. pneumoniae, sin sensibilidad a la penicilina 
2 H. influenzae, resistente a ampicilina 
3 Shigella spp., resistente a fluoroquinolonas 
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Las consecuencias del uso excesivo e imprudente de antibióticos, la diseminación 
generalizada de determinantes resistentes como parte de los elementos genéticos móviles 
(MGE, por sus siglas en inglés) ha aumentado la tasa de desarrollo de resistencia.20  
 Desde el punto de vista molecular y bioquímico existen básicamente tres mecanismos por 
medio de los cuales una bacteria puede hacerse resistente al efecto del antibiótico, a saber: 
i) modificaciones de la molécula antimicrobiana, ii) prevención para alcanzar el objetivo 
del antibiótico (disminuyendo la penetración o extrusión activa del compuesto 
antimicrobiano), iii) cambios y/o derivación de sitios objetivo.21,23 
En años recientes, se han identificado siete mecanismos específicos de resistencia 
presentes en las bacterias Gram-negativas. Estos mecanismos incluyen, la pérdida de 
porinas, que reduce el movimiento del fármaco a través de la membrana celular; la 
presencia de β-lactamasas en el espacio periplásmico que degrada la β-lactama; aumento 
de la expresión de la bomba de flujo transmembrana, que expulsa el fármaco de la bacteria 
antes de que pueda tener un efecto; la presencia de enzimas modificadoras de antibióticos, 
que hacen que el antibiótico sea incapaz de interactuar con su objetivo; mutaciones en el 
sitio objetivo, que evitan que el antibiótico se una a su sitio de acción; mutaciones o 
modificaciones ribosómicas, que impiden que el antibiótico se una e inhiba la síntesis de 
proteínas; mecanismos de bypass metabólico, que utilizan una enzima resistente 
alternativa para evitar el efecto inhibitorio del antibiótico; y una mutación en el 
lipopolisacárido, que hace que la clase de antibióticos de polimixina no pueda unirse a 
este objetivo.14 
1.1.6 Infecciones causadas por Mycobacterium tuberculosis 
La tuberculosis (TB) es una infección bacteriana causada por el bacilo Mycobacterium 
tuberculosis. Por lo general, afecta los pulmones (TB pulmonar), pero también puede 
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afectar otros sitios (TB extrapulmonar). La TB se disemina a través del aire, cuando 
una persona con TB pulmonar tose, estornuda o habla. Se trata de una infección curable 
y que se puede prevenir.24 
Se calcula que una cuarta parte de la población mundial padece tuberculosis latente, 
término aplicado a las personas infectadas por el bacilo pero que aún no han enfermado 
ni pueden transmitir la infección.25 Las personas infectadas con el bacilo tuberculoso 
tienen un riesgo a lo largo de su vida de enfermar de tuberculosis (5-15%). En cambio, 
las personas inmunodeprimidas, por ejemplo las que padecen VIH, desnutrición o 
diabetes, y los consumidores de tabaco corren un riesgo mucho mayor de enfermar de 
TB.25 
     1.1.6.1 Epidemiología y tratamiento de la Tuberculosis 
En el “Global Tuberculosis Report 2018” se reconoce a la tuberculosis como una de las 
10 principales causas de muerte a nivel mundial y la principal causa de un solo agente 
infeccioso (por encima del VIH/SIDA). En 2017, la TB causó un estimado de 1.3 millones 
de muertes entre las personas VIH negativas, y 300 000 muertes adicionales por TB entre 
las personas VIH positivas.24 El referido reporte anuncia que millones de personas 
contraen la enfermedad cada año, afectando  a todos los países y a todos los grupos de 
edad. Se estimaron además, 10 millones de casos nuevos de TB equivalente a 133 casos 
por cada 100 000 habitantes.24 
La enfermedad de tuberculosis se puede tratar tomando varios medicamentos durante un 
período de 6 a 9 meses. En la actualidad hay 10 medicamentos aprobados por la 
Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, por sus  
siglas en inglés) para el tratamiento de esta enfermedad.26 Los esquemas posológicos para 
su tratamiento tienen una fase inicial de 2 meses, seguida de la fase de continuación en la 
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que se eligen varias opciones de tratamiento, con una duración de 4 a 7 meses (para un 
total de 6 a 9 meses de tratamiento). A continuación se muestra la clasificación para los 
fármacos antituberculosos, así como sus mecanismos de acción.27 
 
TABLA 3. Fármacos antituberculosos y sus mecanismos de acción 
 
 
Clasificación Mecanismo de acción  Fármacos 
Fármacos de  
primera línea 
Inhibe la síntesis de ácidos micólicos de la  
pared celular a través de vías dependientes de
de oxígeno. 
Isoniazida 
 
Inhibe al ácido ribonucleico (ARN) 
polimerasa dependiente de ácido 
desoxirribonucleico (ADN) de la 
micobacteria para formar un complejo 
enzima-fármaco estable que suprime el 
comienzo de la formación en cadena en la 
síntesis de ARN. 
Rifampicina 
 
Disminuye los niveles óptimos de pH 
celular, inhibiendo así la ácido graso sintasa 
y el transporte de membrana. 
Pirazinamida 
 
Inhibe la síntesis de proteínas uniéndose a 
un sitio activo de ARNr 16S en la 
subunidad ribosomal 30s. 
Estreptomicina 
 
Inhibe la síntesis de arabinogalactanos y 
arabinomananos. 
Etambutol 
 
Fármacos de  
segunda línea 
Inhibe la topoisomerasa bacteriana IV y la 
ADN girasa, enzimas que son requeridas 
para la transcripción, reparación y 
recombinación. 
Ciprofloxacina 
 
Interfieren en la síntesis de proteínas 
bacterianas al unirse a la subunidad 30S de 
los ribosomas. 
Capreomicina 
Kanamicina 
No ha sido descrito con exactitud su 
mecanismo, pero se ha comprobado que 
inhibe la síntesis de péptidos 
Etionamida 
Es un antagonista del PABA e impide la 
utilización de este compuesto para la 
síntesis de ácido fólico. 
Ácido para-
aminosalicílico 
Inhibe la síntesis de pared celular. Cicloserina 
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     1.1.6.2 Tuberculosis multifarmacorresistente 
La OMS considera a la tuberculosis multifarmacorresistente (TB-MFR) como una 
crisis de salud pública y una amenaza para la seguridad sanitaria. La 
farmacorresistencia surge debido a una mala utilización de los medicamentos 
antituberculosos, ya sea a través de su prescripción incorrecta por los dispensadores de 
atención de salud, por la mala calidad de los medicamentos o la interrupción prematura 
del tratamiento por los pacientes.25 
La TB-MFR es causada por una cepa que no responde al tratamiento con isoniazida ni 
rifampicina, los dos medicamentos antituberculosos de primera línea más eficaces de 
que se dispone. La forma multifarmacorresistente se puede tratar y curar con 
medicamentos de segunda línea. Sin embargo, las opciones de tratamiento de segunda 
línea son limitadas y requieren quimioterapia de larga duración (hasta dos años de 
tratamiento) con fármacos que además de caros, son tóxicos. 
En algunos casos, se pueden alcanzar grados aún más preocupantes de 
farmacorresistencia. La tuberculosis ultrafarmacorresistente (TB-UFR) es una forma 
más grave de tuberculosis farmacorresistente causada por bacterias que no responden 
a los medicamentos antituberculosos de segunda línea, lo que deja a muchos pacientes 
sin otras opciones de tratamiento.25 
A nivel mundial, apenas el 54% de los enfermos con TB-MFR y el 30% de los 
enfermos con TB-UFR reciben actualmente un tratamiento eficaz. La OMS ha 
aprobado en 2016 el uso de un régimen normalizado de corta duración para enfermos 
con TB-MFR. Este régimen terapéutico, que varía entre los 9 y 12 meses, es mucho 
menos caro que los tratamientos convencionales contra la tuberculosis 
multifarmacorresistente que pueden durar hasta 2 años. Sin embargo, los pacientes con 
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TB-UFR no pueden utilizar este régimen y deberán seguir tratamientos más largos 
contra la tuberculosis multifarmacorresistente, a los que se podrían añadir uno de los 
nuevos fármacos (bedaquilina y delamanida).25 
1.2 Cáncer 
«Cáncer» es un término genérico para un gran grupo de enfermedades caracterizadas por 
el crecimiento de células anormales más allá de sus límites habituales que luego pueden 
invadir partes adyacentes del cuerpo y/o diseminarse a otros órganos. Otros términos 
comunes utilizados son tumores malignos y neoplasias. El cáncer puede afectar a casi 
cualquier parte del cuerpo y tiene muchos subtipos anatómicos y moleculares que 
requieren estrategias de manejo específicas. Se ha convertido en un importante problema 
de salud en las últimas décadas y actualmente es la segunda causa de muerte en todo el 
mundo.28  
El cáncer constituye una enorme carga para la sociedad en países desarrollados y sub-
desarrollados. La incidencia de cáncer está aumentando debido al crecimiento y el 
envejecimiento de la población, así como a la creciente prevalencia de factores de riesgo 
establecidos como el tabaquismo, el sobrepeso, la inactividad física y los cambios en los 
patrones reproductivos asociados con la urbanización y el desarrollo económico.29 
1.2.1 Epidemiología del cáncer 
El cáncer es la segunda causa de muerte a nivel mundial provocando 9.6 millones de 
muertes en 2018. A nivel mundial, aproximadamente 1 de cada 6 muertes se debe al 
cáncer. Entre los cánceres más comunes se encuentran: pulmón (2.09 millones de 
casos), mama (2.09 millones de casos), colorectal (1.80 millones de casos), próstata 
(1.28 millones de casos), piel (no melanoma) (1.04 millones de casos), y el de 
estómago (1.03 millones de casos).28 
18 
 
Mientras que los cánceres de más alta mortalidad según el reporte de la OMS en el 2018 
fueron: pulmón (1.76 millones), colorectal (862 000), estómago (783 000), hígado (782 
000), y mama (627 000).28 
Las infecciones causantes de cáncer, como la hepatitis y el virus del papiloma humano 
(VPH), son responsables de hasta el 25% de los casos de cáncer en los países de ingresos 
económicos bajos y medios. En estos países la presentación tardía de los pacientes ante el 
médico, el diagnóstico y los tratamientos inaccesibles son comunes.28 
Las regiones con niveles más bajos de desarrollo, incluidos México, América Central y 
América del Sur, representan el 70% de las muertes por cáncer en todo el mundo.30  Con 
la finalidad de ofrecer información del impacto de este padecimiento entre la población 
mexicana, el Instituto Nacional de Estadística, Geografía e Informática (INEGI) presenta 
anualmente un comunicado donde se abordan las principales causas de mortalidad por 
cáncer en diferentes grupos etarios. Según sus estadísticas, en México, los cinco 
principales tumores malignos en la población de 60 años y más, al cierre del 2016 fueron: 
de órganos digestivos, órganos genitales masculinos, órganos respiratorios e 
intratorácicos, órganos genitales femeninos y mama.31  
Las muertes por cáncer en la edad adulta tienen un impacto significativo en la economía 
de los países. En México se realizó una estimación del costo en la productividad a causa 
del cáncer para 2020, obteniéndose una afectación de 12 120.91 millones de pesos por las 
muertes prematuras en la población económicamente activa. Lo cual convierte al cáncer 
en un serio problema de salud pública en este país.31  
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1.2.2 Tratamiento del cáncer y su problemática 
El diagnóstico correcto del cáncer es esencial para un tratamiento adecuado y eficaz, 
porque cada tipo de cáncer necesita un tratamiento específico que puede abarcar una o 
más modalidades, las cuales se utilizan de acuerdo con los caracteres y etapas de los 
cánceres. Las modalidades de tratamiento son las siguientes: cirugía,  quimioterapia, 
radioterapia, inmunoterapia, terapia hormonal, trasplantes de células madre, terapias 
dirigidas.32 
La quimioterapia actúa evitando que las células cancerosas crezcan y se dividan. Debido 
a que las células cancerosas en general crecen y se dividen más rápido que las células 
sanas, la quimioterapia las destruye más rápido que a la mayoría de las células sanas. 
Aunque el objetivo principal de los tratamientos contra el cáncer es matar las células 
cancerosas sin dañar las células normales, los tratamientos contra el cáncer tienen una 
eficacia limitada y ejercen sus acciones tanto en las células malignas como en las 
normales. Este daño causa los efectos secundarios que están relacionados con la 
quimioterapia. Por este motivo, se necesita el desarrollo de tratamientos eficaces que 
tengan actividad anticancerígena con menos efectos adversos.33, 34  
En total, un paciente con cáncer puede experimentar cualquier combinación de alrededor 
de 40 efectos secundarios específicos. Los efectos secundarios varían de una persona a 
otra, aún entre personas que reciben el mismo tratamiento. Médicos y científicos trabajan 
constantemente para desarrollar fármacos, combinaciones de fármacos y formas de 
administrar los tratamientos con menos cantidad de efectos secundarios.35,36 
Por otra parte, la aparición de resistencia a los medicamentos sigue siendo un problema 
importante en el tratamiento quimioterapéutico del cáncer. Los regímenes de tratamiento 
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 actuales se están convirtiendo en ineficaces debido a la heterogeneidad tumoral y a una 
mayor resistencia a las drogas.37 
Entre las causas para la aparición de resistencia a la quimioterapia, se encuentran: 
alteración de los objetivos de los medicamentos, expresión de las bombas de eflujo de 
fármacos y expresión de los mecanismos de desintoxicación. La susceptibilidad reducida 
a la apoptosis y a la muerte celular, sustentan el desarrollo del cáncer y es un mecanismo 
de resistencia importante para las células cancerosas tanto para la quimioterapia como 
para los agentes que se dirigen a las vías de señalización.38  
Los cambios en el microentorno del tumor y la inmunidad local también pueden contribuir 
al desarrollo de la resistencia. Las células cancerosas pueden y usan varios de estos 
mecanismos al mismo tiempo, y al existir una considerable heterogeneidad entre los 
tumores, se requiere de un enfoque individualizado para el tratamiento del cáncer.38 
Para prevenir o retrasar la aparición de la multifármaco-resistencia (MFR) se utilizan 
combinaciones de múltiples agentes anticancerosos lo cual permite la reducción de la 
dosis del fármaco y proporciona una plataforma potencial para actuar simultáneamente en 
varios objetivos anticancerosos.39 
1.3 Las plantas como fuentes potenciales de fármacos 
El estudio de los productos naturales en el descubrimiento de fármacos no es un concepto 
moderno. De hecho, muchas de las terapias médicas más exitosas se encontraron 
originalmente en la naturaleza. La investigación biomédica tiene una rica historia de 
descubrimiento basada en el uso de hierbas medicinales y prácticas de medicina 
tradicional. El Premio Nobel de Medicina 2015 se compartió por el descubrimiento de dos 
de estas terapias basadas en productos naturales, la artemisinina (antipalúdico) y la 
ivermectina (antipararasitario).40 
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Los productos naturales y sus derivados han desempeñado un papel fundamental en el 
descubrimiento y desarrollo de las diferentes clases de antibióticos, a pesar de que estos 
han disminuido su presencia desde la década de los setentas. Los actuales agentes 
antibacterianos clínicos poseen similitudes estructurales que los hacen más susceptibles a 
los mecanismos de resistencia por las bacterias. Por lo tanto, la búsqueda de nuevos 
agentes antibacterianos derivados de las plantas, debe  ser dirigida al descubrimiento de 
fuentes naturales de compuestos estructuralmente diversos y con mecanismos de acción 
distintos a los de los medicamentos comerciales.41 
Desde hace 3500 años el hombre ha empleado las plantas para el tratamiento del cáncer y 
son más de 3000 especies las que se han reportado para el tratamiento de esta enfermedad. 
Las plantas son una fuente importante de sustancias anticancerosas y es significativo que 
de los 141 medicamentos contra el cáncer que existen en el mercado de EUA 
aproximadamente el 67% de éstos son de origen natural. Si consideramos que el 58% de 
las plantas empleadas en la medicina tradicional no han sido estudiadas, éstas representan 
al material inicial que puede conducir al descubrimiento de nuevos compuestos con 
actividad potencial anticancerosa.42 
En el descubrimiento de fármacos es necesario un enfoque multidisciplinario que implique 
la generación de una diversidad molecular verdaderamente novedosa a partir de fuentes 
de productos naturales, combinada con metodologías sintéticas totales y combinatorias e 
incluyendo la manipulación de rutas biosintéticas. De forma tal, que se brinde la mejor 
solución a la crisis de productividad actual frente a la comunidad científica comprometida 
en el descubrimiento y desarrollo de fármacos.43 
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1.4 Estudios quimioinformáticos en la investigación y desarrollo de fármacos 
Los altos costos asociados con el desarrollo de fármacos y la necesidad urgente de 
quimioterapias más eficientes contemplan el hecho de que los métodos computacionales 
pueden racionalizar varias etapas involucradas en este proceso.44  
La quimioinformática es una disciplina que se centra en extraer, procesar y extrapolar 
datos significativos de estructuras químicas. Con la rápida explosión de “grandes bases de 
datos químicos” (chemical ‘big’ data), y la síntesis combinatoria, el aprendizaje 
automático se ha convertido en una herramienta indispensable para que los diseñadores 
de medicamentos extraigan información química de grandes bases de datos de compuestos 
para diseñar medicamentos con mejores propiedades biológicas. Una de las principales 
áreas de aplicación para el aprendizaje automático en el descubrimiento de fármacos es 
ayudar a los investigadores a comprender y explotar las relaciones entre las estructuras 
químicas y sus actividades biológicas (SAR, por sus siglas en inglés).45 
El acoplamiento molecular (conocido como docking) es una técnica de mecánica 
molecular ampliamente utilizada para predecir energías y modos de enlace entre ligandos 
y proteínas, información de gran utilidad en el estudio de nuevos compuestos con efectos 
terapéuticos. El docking es usado para predecir la orientación del enlace de una molécula 
que será candidata a fármaco, con la proteína donde ejercerá su acción, con lo que se podrá 
predecir la afinidad y la actividad de la molécula. Y es por eso que este método tiene un 
rol muy importante en el diseño racional de fármacos. En estudios donde se aplica el 
acoplamiento molecular, usualmente se considera la mejor opción aquella que reporta la 
menor energía de unión.46 
Sin embargo, estos métodos tradicionales de diseño de medicamentos basados en 
interacciones ligando-proteína simples ya no son suficientes para cumplir con los criterios 
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clínicos de seguridad de medicamentos. En consecuencia, la incorporación de múltiples 
tipos y fuentes de datos, también conocidas como técnicas de “fusión de datos”, que 
agregan datos estructurales, genéticos y farmacológicos desde el nivel molecular al 
organismo, es crucial para el descubrimiento de fármacos más seguros y más eficaces.45 
De manera general se puede afirmar que la combinación de diferentes técnicas 
computacionales podría permitir realizar estudios más rigurosos y, por tanto, más reales a 
nivel molecular.46 
1.5 Sistemas modelo de membranas 
La complejidad estructural y funcional de las membranas biológicas dificulta el estudio 
de sus componentes, lípidos y proteínas de membrana, así como la interacción de 
diferentes moléculas con la membrana. En las últimas décadas se han desarrollado 
diferentes sistemas modelo de membranas con objeto de simplificar el estudio de lípidos 
e interacciones de lípidos y proteínas. Existen diversos modelos de membrana como las 
monocapas, bicapas y liposomas.47 
1.5.1 Liposomas 
Los liposomas son pequeñas vesículas artificiales de forma esférica que consisten en una 
o más bicapas de fosfolípidos y que pueden crearse a partir de colesterol y fosfolípidos 
naturales no tóxicos.47(Figura 1). Los liposomas se describieron por primera vez a 
mediados de los años sesenta. Hoy en día, son una herramienta muy útil en varias 
disciplinas científicas. Los liposomas han sido el sistema modelo de membranas más 
utilizado para estudiar fenómenos biofísicos y bioquímicos básicos relacionados con las 
membranas celulares. 
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 Figura 1. Naturaleza de un liposoma. (Imagen tomada de Díaz-Marcos48) 
Los diferentes tipos de liposomas se pueden clasificar de acuerdo a su tamaño en: 
vesículas unilamelares pequeñas (SUV, del inglés Small Unilamellar Vesicles), vesículas 
unilamelares grandes (LUV, del inglés Large Unilamellar Vesicles), vesículas 
multilamelares (MLV, del inglés MultiLamellar Vesicles) y vesículas unilamelares 
gigantes (GUV, del inglés Giant Unilamellar Vesicles).49 (Figura 2) 
 
 
Figura 2.Tipos de liposomas49 
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Los LUV son el tipo de liposomas más utilizados como membranas modelo. Tienen 
diámetros que oscilan entre 100 y 500 nm, con una distribución casi simétrica de los 
lípidos entre las dos hemicapas, 54% en la externa y 46 % en la interna. Además, la 
capacidad de encapsulación de solutos es alta. Estas características hacen que los LUV 
sean los liposomas más adecuados para estudiar las posibles interacciones de compuestos 
con membranas celulares.49 
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CAPÍTULO 2 
 
ANTECEDENTES 
 
2.1 Medicina Tradicional en México 
México cuenta con más de 60 pueblos indígenas que representan un 10% 
aproximadamente de la población total, es por eso que se reconoce como un país 
multiétnico y pluricultural, en el cual la medicina tradicional es un fenómeno de la cultura 
nacional que tiene características propias.50 
La medicina tradicional mexicana es un mosaico de piezas procedentes de culturas 
diferentes que han determinado históricamente el desarrollo de la cultura nacional. En 
múltiples ocasiones, la medicina tradicional ha representado la única opción de prevención 
y curación de enfermedades para los habitantes de las comunidades indígenas; esto debido 
principalmente al difícil acceso a las mismas y a la pobreza extrema en la que viven, así 
como la carencia de servicios de salud que los gobiernos no han podido garantizar.50 
México cuenta con una rica cultura en cuanto al uso de plantas para tratar enfermedades; 
sin embargo, según el investigador Peña Rodríguez del Centro de Investigación Científica 
de Yucatán (CICY) se calcula que menos de un dos por ciento de las plantas han sido 
estudiadas en lo relativo a su contenido fitoquímico y farmacológico.51 Las 
investigaciones realizadas desde el producto natural hasta la obtención de los agentes 
farmacoterapeúticos, pueden ser consideradas el ciclo más completo de una planta 
originalmente utilizada para tratar diversos padecimientos.52  
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2.2 Género Cissus 
Es alentador ver que recientemente, muchos investigadores están interesados en dar 
autenticación científica y explicación a las actividades biológicas de las plantas usadas en 
la medicina tradicional en todo el mundo. Uno de esos grupos de plantas que se usa en 
todos los continentes y está implicado para tratar diferentes dolencias es el género Cissus 
que pertenece a la familia de las Vitaceae.53 Al género Cissus pertenecen 
aproximadamente 350 especies de las cuales, al menos una docena se usa globalmente en 
la medicina tradicional para tratar diferentes padecimientos. Algunos usos ejemplificados 
de especies de Cissus a lo largo del mundo se mencionan a continuación. Muchas culturas, 
tanto en el este como en el oeste de Asia, han utilizado especies de Cissus disponibles 
localmente para tratar varios problemas médicos; en China y el Lejano Oriente, se usa C. 
assamica como veneno anti-serpiente ya que disminuye la endotelina-1 y la sarafotoxina 
6b, mientras que en el sudeste asiático, incluido el subcontinente indio y Sri Lanka, C. 
quadrangularis se usa para curar fracturas y como agente antiobesidad. Varios países de 
África usan diferentes especies de Cissus en sus prácticas medicinales tradicionales: la 
medicina tradicional de Camerún utiliza C. aralioides como agente antimicrobiano y 
toxicológico contra los microorganismos del tracto gastrointestinal y urogenital. En 
Nigeria, C. ibuensis se usa para tratar problemas gastrointestinales, reumatismo y artritis. 
En el Congo, C. rubiginosa se usa como agente anti-disentería y anti-diarreico. C. 
rotundifolia de África y Asia muestra propiedades antidiabéticas y antiparasitarias. En las 
islas del Caribe de Trinidad y Tobago, C. verticillata se usa como agente antidiabético y 
para tratar problemas urinarios. Los usos tradicionales más populares entre las especies 
son C. quadrangularis para la obesidad y enfermedades óseas y C. sycoides como agente 
antidiabético.53 
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El género Cissus es amplio y diverso, y se han reportado en la literatura científica estudios 
químicos y farmacológicos de varias de sus especies. En la Tabla 4 se muestran 
actividades farmacológicas de algunos de los extractos de diferentes especies de Cissus. 
La Tabla 5, por su parte, contiene algunos de los compuestos aislados y caracterizados de 
diferentes especies del género Cissus y sus actividades farmacológicas. 
Tabla 4. Actividades farmacológicas de algunos extractos del género Cissus 
Planta Parte 
estudiada 
Tipo de 
extracto 
 
Actividad 
farmacológica Ref.
a
 
C. quadrangularis Toda la 
planta 
Acetona/agua y 
metanol/agua  
Actividad antibacteriana 
vs. Gram-negativas 
(E.coli y P. aeruginosa) 
y Gram-positivas           
(S. aureus) 
54 
C. cornifolia Hojas y 
raíces 
Etanol y agua 
Actividad antidiabética.  
Actividad citotóxica en 
células embrionarias de 
riñón humano 
55 
C. quadrangularis Toda la 
planta 
Metanol, 
benceno, 
acetato de etilo 
Actividad antibacteriana 
vs S. aureus, 
P. aeruginosa y E. coli 
56 
C. quadrangularis Tallos Etanol  y  
acetona 
Actividad acaricida. 
Citotoxicidad  en 
células Vero 
57 
C. quadrangularis Hojas Metanol Actividad analgésica 58 
 
C. sicyoides 
 
Hojas 
 
Etanol/agua  
Actividad anti-
inflamatoria y actividad 
anti-diarreica 
59 
C. quadrangularis Toda la 
planta 
Etanol 
Actividad antibacteriana 
en aislados multi-
resistentes de Vibrio 
cholerae 
60 
a Ref: Referencia 
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Tabla 5. Actividades farmacológicas de compuestos aislados y caracterizados del 
género Cissus 
Planta/parte Compuesto aislado y caracterizadoa 
Actividad 
farmacológica Ref.
b
 
C. pteroclada 
/ partes 
aéreas 
 
I                 
II                    
Actividad anti-
inflamatoria 
 
 
                                           
 
     61 
C. cornifolia/ 
rizoma 
 
 
III 
Actividad 
antimicrobiana  
vs S. aureus, 
Salmonella 
typhi, y Candida 
albicans 
 
 
               
62 
C. polyantha/ 
tubérculo 
IV       
 
V 
Actividad anti-
inflamatoria 
 
 
 
 
 
63 
a(I) Ácido gálico, (II) Resveratrol, (III) (4,6-dihidroxi-5-metoxi-3-(1,2,3,4,5-pentahidroxipentil)-2-benzofuran-1(3H)-
ona), (IV) Isoliquiritigenina, (V) β-sitosterol. bRef: Referencia. 
 
2.2.1 Cissus incisa 
Cissus incisa (Nutt.) Des Moul. Ex S. Watson. Nombre común: Hierba del buey. 
Sinónimos: Cissus trifoliata, Sicyos trifoliatus. Familia: Vitaceae. Es una planta originaria 
del sur de los Estados Unidos y partes adyacentes del norte de México.  
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Es de rápido crecimiento, trepadora, con atractivas hojas verdes dentadas. Sus flores son 
blancas en verano, dando lugar a frutos negruzcos en otoño. Puede crecer  en cualquier 
tipo de suelo que sea fértil y que no se inunde.64,65 (Figura 3) Según la medicina tradicional 
mexicana sus hojas sirven para tratar infecciones en la piel, abscesos, y tumores.66 No 
existen reportes en la literatura científica sobre la composición química y propiedades 
farmacológicas de C. incisa, hasta este momento. 
 
Figura 3. Hojas, frutos y flores de C. incisa (fotos67) 
 
2.3 Justificación 
Dos serios problemas de salud pública mundial tienen alta incidencia y mortalidad: la 
resistencia de las bacterias a los antibióticos, y la resistencia de las células cancerígenas a 
la quimioterapia. Es por ello que nuestro estudio explora el potencial de los 
fitocompuestos aislados como futuros fármacos o plataformas para el tratamiento de estas 
enfermedades. Adicionalmente, la presente investigación pretende contribuir al 
conocimiento científico de la flora mexicana, pues hasta el momento no existe 
información validada de C. incisa. El estudio fitoquímico de esta especie, estaría 
justificando científicamente su uso en la medicina tradicional mexicana.  
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CAPÍTULO 3 
 
HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
3.1 Hipótesis 
Al menos uno de los constituyentes químicos de las hojas de C. incisa tendrá actividad 
antibacteriana o citotóxica. El compuesto más activo exhibirá un mecanismo de acción 
diferente al de los fármacos utilizados como referencia en este estudio. La actividad 
antibacteriana y/o citotóxica de los productos naturales de C. incisa justificará en parte el 
uso de la planta en la medicina tradicional mexicana. 
 
 
3.2 Objetivos 
3.2.1 Objetivo general 
Aislar y caracterizar los constituyentes de las hojas de C. incisa, determinar su actividad 
antibacteriana, citotóxica y mecanismo de acción del compuesto más activo. 
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3.2.2 Objetivos específicos 
1. Investigar bibliográficamente la especie vegetal a estudiar  
2. Colectar la planta 
3. Identificar botánicamente la especie vegetal 
4. Secar y moler el material vegetal 
5. Preparar los extractos hexánico, cloroformo/metanol y acuoso de la planta en 
estudio 
6. Analizar el extracto hexánico por Cromatografía de Gases acoplada a 
Espectrometría de Masas 
7. Fraccionar el extracto cloroformo/metanol  
8. Aislar y purificar los fitocompuestos del extracto cloroformo/metanol  
9. Caracterizar estructuralmente los fitocompuestos  
10. Determinar la actividad antibacteriana de los productos naturales 
11. Determinar la actividad citotóxica de los productos naturales 
12. Elucidar el posible mecanismo de acción del compuesto más activo 
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CAPÍTULO 4 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.1 Materiales y equipos 
4.1.1 Parte fitoquímica 
Para la realización de cromatografías en columna (CC) se utilizaron como fase 
estacionaria: gel de sílice (SiO2) marca EMD Chemicals Inc. con un tamaño de partícula 
0.040-0.063 mm de Sigma Aldrich. Los disolventes empleados como fase móvil fueron 
hexano (Hex), cloroformo (CHCl3), acetato de etilo (AcOEt), acetona y metanol (MeOH) 
grado reactivo marca Baker y diclorometano (DCM) grado reactivo marca Macron 
Chemicals.  
Para la realización de cromatografía en capa fina (CCF) se utilizaron cromatofolios de gel 
de sílice 60 F254 de 20 x 20 cm sobre aluminio con un grosor de 0.2 mm marca Merck 
KGA. Como reveladores se usaron lámpara de UV marca Spectroline (λ 254 nm y 365 
nm), solución de sulfato cérico en ácido sulfúrico. La determinación del punto de fusión 
se realizó en aparato Fischer-Johns. La elucidación estructural de los compuestos aislados 
se realizó por Resonancia Magnética Nuclear de Hidrógeno y de Carbono trece (RMN 1H 
y RMN 13C) en el equipo de BRUKER NMR400 de 400 MHz utilizando disolventes 
deuterados y como referencia interna tetrametilsilano (TMS). 
CG-EM se realizó en un cromatógrafo de Gases Agilent modelo 6890 con detector 
selectivo de masas por impacto electrónico (70eV) Agilent modelo 5973N. 
La Cromatografía Líquida de Alto Rendimiento acoplado a Espectrometría de Masas-
Quadrupolo Tiempo de Vuelo (UPLC-QToF-MS) realizada en la UPV, se llevó a cabo 
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utilizando un sistema ACQUITY UPLC™ de Waters (Milford, MA, EUA), equipado con 
una bomba de suministro de disolvente binario, un inyector automático y un horno de 
columna. Todos los datos de espectrometría de masas se adquirieron en un SYNAPT G2 
HDMS, con una configuración de cuadrupolo de tiempo de vuelo (Q-ToF) (Waters, 
Milford, MA, EUA) equipado con una fuente de ionización por electropulverización (ESI) 
que operaba en modo positivo. 
Los datos de UPLC-QToF-MS realizada en la UAEM se obtuvieron con un equipo Agilent 
Technologies serie 1290 infinity II con fuente de iones ESI y detector modelo Q65F 
Agilent Technologies G6545 (Agilent, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara, CA 95051, 
EUA). 
4.1.2 Ensayos biológicos 
Para la actividad antibacteriana se utilizó agua bidestilada, dimetilsulfóxido (DMSO) (J.T. 
Baker, EUA), incubadora INC-80 (Prendo), congelador -80°C (Panasonic), microplacas 
estériles de 96 pocillos de fondo redondo con tapa (Corning Costar, New York), y medio 
Mueller Hinton (Becton Dickinson). 
Para la actividad antimicobacteriana se necesitaron microplacas estériles de 96 pocillos 
de fondo plano con tapa (Corning Costar, New York), medio Middlebrook 7H9 (Becton 
Dickinson, Franklin Lakes, NJ), resazurina (Biotum, Hayward, CA), ácido oleico, 
albúmina, dextrosa y catalasa (OADC; Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), tween 80 
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO), glicerina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), tubos cónicos 
de 15 y 50 mL (Falcon, EUA).  
Para la actividad citotóxica se utilizaron placas de 96 pocillos, las líneas celulares 
ensayadas fueron obtenidas de ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, 
EUA), medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), medio DMEM 
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(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EUA) y suero bovino fetal 
(SFB, Invitrogen), kit de ensayo de proliferación de células de solución acuosa Cell Titer 
96® (Promega, Madison, WI, EUA), lector ELISA automatizado. 
4.1.3 Parte computacional  
El modelo computacional predictivo se construyó utilizando las bases de datos disponibles 
en línea “ChEMBL” y “Protein Data Bank”. Para la realización del docking molecular se 
utilizaron los softwares AutoDockVina, Babel y AutoDock Tools scripts. 
4.1.4 Ensayo de liberación de contenidos vesiculares 
Para la preparación de los liposomas se necesitó un desecador a vacío, filtros de 
policarbonato Nuclepore con un diámetro de poro de 100 nm, extrusor suministrado por 
Northern Lipids (Vancouver, BC, Canadá), osmómetro (Osmomat 030, Gonotec, Berlín, 
Alemania), espectrofotómetro UV-Vis Biomate-3. Los ensayos de liberación de los 
contenidos vesiculares se realizaron en un fluorímetro Fluoromax-3 (Horiba Jovin Yvon, 
Longjumeau Cedex, Francia). Ácido 8-aminonaftalen-1, 3, 6-trisulfónico (ANTS) y 
bromuro de p-xileno-bispiridinio (DPX) fueron suminstrados por Avanti Polar Lipids 
(Canadá).  
4.2 Estudio fitoquímico de las hojas de Cissus incisa 
El estudio fitoquímico se realizó en el Laboratorio de Química de Productos Naturales y 
Sintéticos que se encuentra en la División de Estudios de Posgrado de la Facultad de 
Ciencias Químicas, Universidad Autónoma de Nuevo León. 
4.2.1 Material Vegetal 
En este proyecto se utilizaron las hojas de C. incisa. Las partes aéreas de la planta fueron 
recolectadas en el municipio de Rayones, Nuevo León, México en el mes de octubre de 
2016. El biólogo MC Mauricio González Ferrara, perteneciente a nuestro grupo de trabajo 
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realizó la identificación de la planta. Una muestra de referencia se depositó en el herbario 
de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Autónoma de Nuevo León 
obteniendo el número de voucher: 027499. 
Las partes aéreas de la planta fueron secadas a la sombra durante siete días. Una vez secas, 
las hojas fueron separadas cuidadosamente de sus ramas, para ser molidas en un molino 
de cuchillas, obteniéndose 809 g de material vegetal seco y molido. 
4.2.3 Preparación de extractos 
        Los extractos se prepararon por maceración de forma secuencial. El material vegetal se 
extrajo primero con hexano una vez (10000 mL), luego con cloroformo/metanol (1:1) siete 
veces (7000 mL), con frecuencia de cada 48 h. Finalmente con agua destilada una vez 
(1000 mL). Todos los extractos se filtraron por gravedad, luego al vacío y se concentraron 
en un evaporador rotativo, por separado, hasta obtener los extractos secos: 11.6 g de 
extracto hexánico y 84 g de CHCl3/MeOH (1:1). En el caso del extracto acuoso se llevó a 
cabo una liofilización durante 72 h para obtener 19.6 g de extracto acuoso seco (Figura 
4). 
4.3 Análisis del extracto hexánico por Cromatografía de Gases acoplado a 
Espectrometría de Masas (CG-EM) 
 El extracto hexánico fue analizado por CG-EM. Este análisis se realizó en la Facultad de 
Farmacia de la Universidad Autónoma del Estado de Morelos (UAEM). Las condiciones 
instrumentales en las que se desarrolló la técnica fueron: columna (HP-5MS de 30 m x 
0.250 mm x 0.25 microM), el gas acarreador fue helio (1 mL/min flujo constante), la 
temperatura inicial del horno fue 50°C, subiendo 2°C/min hasta 285°C para 35min 
(tiempo final), se utilizó un Detector Selectivo de Masas (MSD, por sus siglas en inglés) 
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Figura 4. Diagrama de flujo de trabajo para la obtención de los extractos 
 
4.4 Fraccionamiento del extracto cloroformo/metanol 
El extracto cloroformo/metanol (84 g) se sometió a una cromatografía en columna (CC) 
usando como fase estacionaria (FE) gel de sílice (1680 g) y como fase móvil (FM), 
gradientes de hexano/acetato de etilo, acetato de etilo/metanol, obteniéndose un total de 
403 fracciones. Las cuales fueron analizadas por cromatografía en capa fina observando 
bajo luz ultravioleta a 254 nm y 365 nm, y revelando con sulfato cérico. Las fracciones 
fueron agrupadas por similitud cromatográfica en 24 fracciones de la A-X, según se 
muestra en la Tabla 6. 
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Tabla 6. Fracciones del extracto cloroformo/metanol 
Fracción Fase móvil Fracciones 
reunidas 
1-37 
38-54 
Hexano 100% 
95:5 Hex/AcOEt 
A 
55-61 90:10 Hex/AcOEt B 
62-65 90:10 Hex/AcOEt C 
66-80 
81-86 
90:10 Hex/AcOEt 
85:15 Hex/AcOEt 
D 
87-92 85:15 Hex/AcOEt E 
93-98 85:15 Hex/AcOEt F 
99-104 85:15 Hex/AcOEt G 
105-118 80:20 Hex/AcOEt H 
119-124 80:20 Hex/AcOEt I 
125-130 80:20 Hex/AcOEt J 
131-154 80:20 Hex/AcOEt K 
155-160 70:30 Hex/AcOEt L 
161-166 70:30 Hex/AcOEt M 
167-190 70:30 Hex/AcOEt N 
191-220 
221-226 
70:30 Hex/AcOEt 
60:40 Hex/AcOEt 
O 
227-232 60:40 Hex/AcOEt P 
233-250 
251-262 
50:50 Hex/AcOEt 
40:60 Hex/AcOEt 
Q 
263-300 15:85 Hex/AcOEt R 
301-330 100% AcOEt S 
331-342 90:10 AcOEt/MeOH T 
343-352 80:20 AcOEt/MeOH U 
353-360 80:20 AcOEt/MeOH V 
361-390 70:30 AcOEt/MeOH W 
391-402 
403 
50:50 AcOEt/MeOH 
100% MeOH 
X 
 
4.4.1 Aislamiento y purificación de los compuestos del extracto CHCl3/MeOH 
     4.4.1.1 Aislamiento y purificación de CIH-1  
De la fracción A (100% hexano y 95:5Hex/AcOEt), precipitó un sólido, el cual fue 
separado del sobrenadante por decantación y se dejó secar a temperatura ambiente. Se 
obtuvo un sólido de color blanco (CIH-1), con peso de 219.3 mg y rendimiento de 0.027 
% respecto al peso total del material vegetal. 
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     4.4.1.2 Aislamiento y purificación de CIH-3  
De la fracción E Hex/AcOEt (85:15) se obtuvo un sólido (4g) que fue sometido a una CC 
en gel de sílice (80 g) y un gradiente de Hex/AcOEt. De la sub-fracción 19-36 Hex/AcOEt 
(90:10) se obtuvieron 6 mg (0.00074%) de un sólido amorfo color blanco que en CCF no 
reveló bajo luz UV, pero reveló con sulfato cérico como mancha de color café. 
     4.4.1.3 Aislamiento y purificación de CIH-5  
De la fracción E Hex/AcOEt (85:15) se realizó una CC sobre gel de sílice (80g) y se eluyó 
con Hex/AcOEt en gradiente. Del análisis en CCF de las fracciones resultantes, se observó 
en la sub-fracción 37-42 Hex/AcOEt (80:20) un precipitado. Se procedió a lavarlo 
cuidadosamente con hexano y luego acetato de etilo para eliminar los pigmentos. 
Finalmente se obtuvo un sólido blanco (CIH-5), con un peso de 71.6 mg (0.0088 %). En 
CCF el sólido reveló de color morado con sulfato cérico. 
     4.4.1.4 Aislamiento y purificación de CIH-15  
De la fracción E se obtuvo un sólido que luego fue sometido a CC con Hex/AcOEt en 
gradiente. La sub-fracción 37-46 (16.2 mg; Hex/AcOEt (80:20)) fue fraccionada en CC 
usando 729 mg de sílice y un gradiente de Hex/CH2Cl2/Acetona. De la sub-fracciòn 121-
126 CH2Cl2/Acetona (96:4) precipitó un sólido blanco CIH-15 (12.1 mg, 0.0015%). 
     4.4.1.5 Aislamiento y purificación de CIH-2  
De la fracción H Hex/AcOEt (80:20) precipitó un sólido (CIH-2), el cual se sometió a 
varios lavados con acetona para eliminar los pigmentos. Se realizaron recristalizaciones 
con Hex/AcOEt (80:20), obteniéndose un sólido blanco amorfo con un peso de 332.1 mg 
(0.041%). El sólido en CCF no se observó bajo luz UV, pero reveló con sulfato cérico 
amoniacal dando color rojo-marrón. 
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     4.4.1.6 Aislamiento y purificación de CIH-7  
De la fracción O (1.1 g; Hex/AcOEt (70:30); Hex/AcOEt (60:40)) se realizó una CC 
usando gel de sílice (22g) y CH2Cl2/AcOEt en gradiente. De la sub-fracción 61-75 
CH2Cl2/AcOEt (80:20), se obtuvo un sólido, el cual fue lavado con acetona para eliminar 
los pigmentos. Posteriormente se realizaron recristalizaciones con la mezcla 
CH2Cl2/AcOEt (80:20) hasta obtener un sólido blanco (CIH-7), con peso de 18.9 mg 
(0.0023%). El sólido en CCF no se observó bajo la luz UV, tampoco reveló con sulfato 
cérico, pero reveló con vapores de yodo como una mancha de color café. 
     4.4.1.7 Aislamiento y purificación de CIH-8 y CIH-11  
La fracción T (2.78 g; AcOEt/MeOH (90:10)) fue sometida a una columna cromatográfica 
sobre gel de sílice (55.48 g) con un gradiente de CHCl3/MeOH. De las sub-fracciones 19-
27, se observó un sólido que resultó ser una mezcla de compuestos. Para su purificación, 
una muestra de 4.12 g fue sometida a una CC con gel de sílice (164.94 g) y un gradiente 
de CHCl3/MeOH. De la sub-fracción 79-90 CHCl3/MeOH (82:18) precipitó un sólido 
color blanco amarillento, el cual fue lavado repetidamente con acetona hasta obtener 82 
mg (0.01%) de un sólido blanco amorfo (CIH-8). En CCF el sólido no reveló bajo luz 
UV, pero reveló con sulfato cérico, dando color rojo-marrón. De las sub-fracciones 28-47 
de la fracción T se obtuvo un sólido con impurezas, se procedió a lavarlo repetidamente 
con acetona y se purificó por recristalización con cloroformo obteniéndose (32.7mg, 
0.004%) de un sólido blanco (CIH-11) el cual no revela bajo luz UV, pero sí con sulfato 
cérico de color morado.  
     4.4.1.8 Aislamiento y purificación de CIH-10 y CIH-13  
Se unieron las fracciones S y U por similitud cromatográfica dando 3.685 g de la mezcla. 
Posteriormente fue sometida a una CC en gel de sílice (110.55 g) y CH2Cl2/MeOH en 
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gradiente.  De la sub-fracción 60-62 CH2Cl2/MeOH (89:11) se obtuvo un sólido, el cual 
fue sometido a varios lavados, primero con hexano y luego con acetona para eliminar los 
pigmentos. Finalmente se obtuvo un sólido de color amarillo-verdoso CIH-13, con un 
peso de 21.8 mg (0.0027%), el compuesto en CCF revela bajo la luz UV, y color café con 
sulfato cérico.  
De las sub-fracciones 90-99 CH2Cl2/MeOH (80:20), CH2Cl2/MeOH (78:12) se obtuvo un 
precipitado, el cual fue lavado varias veces con acetona, obteniéndose un sólido de color 
pardo (CIH-10), con un peso de 294 mg (0.036 %). El sólido en CCF reveló bajo la luz 
UV 254 nm y 365 nm y como una mancha de color café con sulfato cérico.  
4.5 Acetilación 
Se realizó la acetilación de varios productos naturales, cada producto natural (16 mg) fue 
disuelto por separado con piridina (0.44 mL), en agitación y se adicionó anhídrido acético 
(0.56 mL), se dejó reaccionar a temperatura ambiente con agitación constante. El esquema 
general de dicha reacción se muestra en la Figura 5. Al término de cada reacción, la mezcla 
de reacción se pasó a un embudo de separación y se le agregaron 10 mL de AcOEt. 
Posteriormente se agregaron 10 mL HCl al 10 % y se agitó suavemente.  
 
                                    T.A = temperatura ambiente 
 
Figura 5. Reacción general de acetilación 
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Una vez formadas las 2 fases, la fase acuosa es retirada y se recupera la fase orgánica. 
Este proceso se realizó tres veces. Un último lavado fue realizado, pero utilizando agua 
destilada. La fase orgánica recuperada se filtró sobre sulfato de sodio anhidro (Na2SO4) 
para eliminar el agua, siendo concentrada finalmente en el evaporador rotativo. Las 
características de los compuestos acetilados obtenidos se muestran en la Tabla 7. 
Tabla 7. Propiedades de los compuestos acetilados 
          Propiedades   
 
Compuesto 
Acetilado 
Aspecto físico 
 
Puntos 
de fusión 
(°C) 
Solubilidad 
 
Rendimiento   
(% ) 
CIH-2Ac 
Cristales en forma 
de aguja 
110-115 CHCl3 61.0 
CIH-5Ac 
Sólido blanco 
amorfo 
142-147 CHCl3 59.1 
CIH-8Ac 
Cristales en forma 
de aguja 
144-146 CHCl3 71.0 
CIH-10Ac Resina amarilla - CHCl3 60.0 
CIH-11Ac Resina incolora 
- 
CHCl3 83.6 
CIH-13Ac 
Sólido amorfo de 
color blanco-
amarillento 
55-57 CHCl3 88.7 
CIH-15Ac Resina incolora - CHCl3 65.0 
 
4.6 Análisis de algunos compuestos por UPLC-QToF-MS 
Esta técnica se llevó a cabo en los Servicios Generales de la Facultad de Ciencias de la 
Universidad del País Vasco (UPV). Se analizaron CIH-10 y CIH-13. 
Las condiciones experimentales bajo las cuales se desarrolló el análisis se detallan a 
continuación. Se utilizaron una columna de fase inversa (Acquity UPLC C18 CSH, 100 x 
2.1 mm, 1.7 μm) y una precolumna (Acquity UPLC C18 CSH 1.7 μm VanGuardTM) a 
65 °C. Las muestras se disolvieron en cloroformo/metanol (1:2 v/v) a una concentración 
de 25 μg/mL. Las fases móviles fueron acetonitrilo y agua (40:60 v/v) con formato de 
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amonio 10 mM y ácido fórmico al 0.1% (fase A) y acetonitrilo e isopropanol (10:90 v/v) 
con formato de amonio 10 mM y ácido fórmico al 0.1% (fase B). El caudal fue de 500 
μL/min y el volumen de inyección fue de 7.5 μL. El gradiente utilizado se estableció de 
la siguiente manera: las condiciones iniciales fueron 40% B, aumentadas a 43% B durante 
2.0 min y a 50% B durante 0.10 min más. Durante los siguientes 9.90 minutos subió a 
54% B y en 0.1 minutos más a 70% B. En 5.90 minutos subió a 100% B y se mantuvo en 
100% B hasta 19 minutos, disminuyó a 40% B durante los siguientes 0.1 minutos y se 
mantuvo a 40% B por 1.90 min para el reequilibrio del sistema antes de la siguiente 
inyección. 
Para la espectrometría de masas el voltaje capilar se ajustó a 1 kV. El nitrógeno se usó 
como gas de desolvatación y de cono, a caudales de 1000 L/h y 10 L/h, respectivamente. 
La temperatura de la fuente fue de 120 °C y la temperatura de desolvatación fue de 500 
°C. Se usó una solución de leucina-encefalina (2 ng/μL) para la corrección de la masa de 
bloqueo. Los iones a relaciones de masa a carga (m/z) 556.2771 y 278.1141, se 
monitorizaron en el tiempo de exploración 0.3 s y en intervalos de 10 s, tres exploraciones 
en promedio, utilizando una ventana de masa de ± 0.5 Da. Otras condiciones fueron: 
capilar de bloqueo 2.0 kV y energía de colisión 21 eV. El estándar interno de referencia 
se introdujo en el rociador de masa de bloqueo a un caudal constante de 10 μL/min usando 
una bomba externa. Todos los espectros obtenidos se corrigieron automáticamente durante 
la adquisición utilizando la masa de bloqueo. Antes del análisis, el espectrómetro de masas 
se calibró con una solución de formato de sodio 0.5 mM. 
La adquisición de datos tuvo lugar en el rango de masa entre 50–1200 en modo de 
resolución (FWHM≈20,000) con un tiempo de exploración de 0.3 segundos y un retardo 
entre exploraciones de 0.024 segundos. El voltaje del cono se ajustó a 40 V.         
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El espectrómetro de masas funcionó en el modo continuo de adquisición MSE. Durante 
este método de adquisición, el primer cuadrupolo Q1 se operó solo en un modo rf de banda 
ancha, lo que permitió que todos los iones ingresaran en la celda de colisión de la onda T. 
Se crearon automáticamente dos funciones de adquisición intercaladas independientes y 
discretas: la primera función, normalmente establecida en 6 eV, recolectada de baja 
energía o datos no fragmentados, mientras que la segunda función recolectaba alta energía 
o datos fragmentados, típicamente obtenida mediante el uso de una rampa de energía de 
colisión de 15 a 40 eV. En ambos casos, se utilizó gas Ar para la disociación inducida por 
colisión. 
Por su parte, la base esfingoide acetilada obtenida por la metanólisis de CIH-10, y el 
compuesto CIH-15 fueron analizados usando la misma técnica, pero en la UAEM. Se 
utilizó una Columna Zorbax C18, 100 x 2.1 mm, 1.7 μm, sin precolumna, a 25 ºC. Las 
muestras se disolvieron en 0.7 mL de diclorometano/metanol (1:2 v/v), no se determinó 
la concentración, se tomó la muestra completa. Las fases móviles consistieron en 
acetonitrilo y agua (40:60 v/v) con formato de amonio 10 mM y ácido fórmico al 0.1% 
(fase A) y acetonitrilo e isopropanol (10:90 v/v) con formato de amonio 10 mM y ácido 
fórmico al 0.1% (fase B). Para la detección se utilizaron condiciones lo más cercanas 
posibles a las utilizadas en la UPV. Se indican las diferencias: temperatura de 
desolvatación 400 °C, no se utilizaron los compuestos de bloqueo, el modo de detección 
requerido fue positivo. Se calibró el equipo para cada modo (negativo y positivo) previa 
inyección de las muestras cada vez que se cambió el modo. La solución calibrante fue una 
mezcla de compuestos con masas entre 118 y 2121. No se utilizó rampa de energía de 
colisión, esta fue fija. Todas las muestras se adquirieron en las mismas condiciones, se 
extrajeron las masas de dos muestras blanco y se excluyeron de las masas de cada una de 
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las muestras. 
4.7 Ensayos biológicos 
La actividad antibacteriana y antimicobacteriana se realizaron en el Servicio de 
Gastroenterología del Hospital Universitario de la UANL. La actividad citotóxica se 
desarrolló en la Facultad de Farmacia de la Universidad Autónoma del Estado de Morelos. 
4.7.1 Actividad antibacteriana 
     4.7.1.1 Cepas bacterianas y cultivo 
Para los ensayos de actividad antibacteriana se utilizaron cepas de aislados clínicos 
farmacorresistentes de  bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, cuatro de las cuales 
están incluidas en la lista de patógenos prioritarios emitidas por la OMS22 (Tabla 8). Estos 
aislados clínicos proceden del Hospital Universitario “Eleuterio González”, UANL. Las 
cepas fueron inoculadas en placas preparadas con Agar-sangre 5% y cultivadas por 24 
horas a 37 °C.  
Tabla 8. Aislados clínicos de bacterias farmacorresistentes utilizados en el proyecto 
 
      
Gram-negativas Gram-positivas 
Acinetobacter baumannii resistente a 
carbapenémicos (12-666) 
Staphylococcus aureus resistente a 
Meticilina (14-2095) 
Escherichia coli productora de BLEE       
(14-2081) 
Staphylococcus epidermidis resistente a 
Linezolid (14-583) 
Pseudomonas aeruginosa resistente a 
carbapenémicos (13-1391) 
Enterococcus faecium resistente a 
Vancomicina (10-984) 
Klebsiella pneumoniae resistente a 
oxacilinas (OXA-48) 
 
Klebsiella pneumoniae NDM-1+ (14-3335) 
resistente a carbapenémicos y 
cefalosporinas de amplio espectro 
 
Klebsiella pneumoniae productora de BLEE 
(14-2081) 
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     4.7.1.2 Preparación de muestras 
Tanto para el ensayo antibacteriano como antimicobacteriano las muestras se preparon de 
igual forma: 2 mg de cada compuesto fueron disueltos en 1 mL de DMSO (extractos 4 mg 
en 2 mL de DMSO), obteniéndose una concentración inicial de 2000 μg/mL. Se tomaron 
25 μL de la misma y se le adicionaron 225 μL de caldo Mueller Hinton, obteniéndose las 
soluciones de trabajo 4X. 
     4.7.1.3 Preparación del inóculo 
Para la preparación del inóculo, se transfirieron de tres a cinco colonias de cada cultivo a 
tubos con solución salina estéril, y la turbidez fue ajustada a 0.5 del estándar de McFarland 
(1.5 X 108 UFC/mL). Posteriormente, se depositaron 10 µL en 11 mL de caldo Mueller 
Hinton, para alcanzar 5 x 105 UFC/mL.68 
     4.7.1.4 Ensayo biológico 
La actividad antibacteriana fue determinada por el método de microdilución , utilizando 
como referencia lo reportado por Zgoda et al.69 Este método consistió en utilizar 
microplacas de 96 pocillos estériles de fondo redondo con tapa, a las cuales se les 
adicionaron 100 μL de caldo Mueller Hinton en cada pocillo.  
Posteriormente, en el primer y segundo pocillo de la fila A se adicionaron 100 μL de la 
solución de trabajo (por duplicado) con la concentración de 4X. Cada compuesto se evaluó 
a partir de 200 μg/mL y los extractos a 500 μg/mL, cada concentración se ensayó por 
duplicado. A partir de la fila A se comenzó a realizar la dilución 1:2 empleando una 
micropipeta multicanal hasta llegar a la fila G, desechando los últimos 100 μL. Después, 
se tomaron 100 μL de la suspensión bacteriana ajustada al tubo 0.5 de McFarland y se 
adicionaron a los pozos con muestra, y a los que contenían el control positivo. La 
microplaca se sometió a incubación a 37 °C durante 24 horas. Al término de la incubación 
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se evaluó de forma visual el crecimiento o inhibición de la bacteria, tomándose como 
inhibición los pocillos donde no se observó turbidez ni depósito de bacterias en el fondo. 
Se utilizó levofloxacina como control positivo de referencia. Se determinó la CMI como 
la mínima concentración del compuesto que inhibe el crecimiento de la bacteria. Los 
experimentos se repitieron tres veces. 
4.7.2 Actividad antimicobacteriana 
     4.7.2.1 Cepas y cultivo 
Se empleó M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), la cual es sensible a isoniazida, 
rifampicina, etambutol y pirazinamida, y un aislado clínico multifarmacorresistente 
(MFR) con clave G122 (resistente a isoniazida, rifampicina y etambutol). Las cepas se 
cultivaron en Agar Lowenstein-Jensen durante un mes, posteriormente las cepas se 
pasaron al medio líquido Middlebrook 7H9 enriquecido con OADC, se incubaron a 37°C 
durante 2 semanas, con el fin de alcanzar la fase logarítmica de crecimiento. 
     4.7.2.2 Preparación del inóculo 
El inóculo para el ensayo biológico se preparó diluyendo el cultivo en fase logarítmica 
hasta ajustar la turbidez al estándar No. 1 de McFarland, luego se diluyó 1:20 con medio 
Middlebrook 7H9.  
     4.7.2.3 Ensayo biológico 
El ensayo se realizó de acuerdo a lo descrito por FranzBlau et al.70 y Camacho-Corona et 
al.71 El método se basa en que los microorganismos en crecimiento liberan 
deshidrogenasas (NADH) al medio, que reducen la resazurina que es de color azul a 
resorufina que es de color rosa. 
El ensayo se llevó a cabo en microplacas de 96 pocillos, solamente a nivel de extractos, 
partiendo de una concentración de 500 μg/mL. Cada concentración se ensayó por 
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duplicado. Se colocaron 200 μL de agua estéril en todos los pozos de la fila A y en los 
pozos H1, H2, H3, H10, H11 y H12, dejando los pozos del centro sin agua para evitar la 
evaporación del medio de cultivo. A los pozos de la fila B hasta la G se les agregaron 100 
μL de medio Middlebrook. Después en la fila B se añadieron 100 μL de la solución de 
trabajo 4X (2000 μg/mL) obteniendo una concentración de DMSO < 1% v/v en los pozos. 
Se prosiguió con las diluciones 1:2 de la fila B a la G, posteriormente se añadieron 100 
μL del inóculo bacteriano previamente preparado. En los pocillos que quedaron de la fila 
H (H-4 a H-10) se colocaron tres controles negativos 100:100, 10:100 y 1:100, los cuales 
representan el 100%, 10% y 1% de la población bacteriana a ensayar.  
Las placas se incubaron a 37 °C por 5 días, después de este tiempo se les adicionaron 20 
μL de reactivo Alamar Azul y 12 μL de Tween 80 al 10% a los controles, se incubaron 
nuevamente y a las 24 horas se les agregó el reactivo de Alamar Azul y 12 μL de Tween 
80 al 10% a toda la placa, re-incubando a 37 °C por 48 horas. Al término de la incubación 
se evaluó de forma visual el crecimiento o inhibición de la bacteria, tomándose como 
inhibición los pocillos donde permaneció el color azul, mientras que en los pocillos donde 
cambió a color rosa se tomó como no inhibición. Se utilizó isoniazida, rifampicina, 
etambutol y levofloxacina como controles positivos de referencia. Se determinó la 
Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) como la mínima concentración del compuesto 
que inhibe el crecimiento de la bacteria. 
4.7.3 Actividad citotóxica 
     4.7.3.1 Líneas celulares y cultivo 
Para los ensayos de citotoxicidad se utilizaron seis líneas de células cancerosas humanas: 
PC3 (cáncer de próstata), Hep3B y HepG2 (carcinoma hepatocelular), MCF7 (cáncer de 
mama), A549 (cáncer de pulmón) y HeLa (cáncer cérvico-uterino). Además, fue incluída 
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una línea celular de hepatocitos humanos inmortalizados (IHH) como control de células 
no cancerosas.72 Las  células PC3 se cultivaron en medio RPMI-1640, mientras que 
Hep3B, HepG2, IHH, MCF7, A549 y HeLa en medio DMEM, suplementado con suero 
bovino fetal al 10% y con glutamina 2 mM, todos los cultivos se incubaron a 37 °C en 
atmósfera de CO2 al 5% durante 48 h. 
     4.7.3.2 Ensayo biológico 
Para la evaluación citotóxica en placas de 96 pocillos se cultivaron 4000 células por 
pocillo. Las concentraciones utilizadas para los extractos y los compuestos puros fueron 
100, 10, 1, 0.1, 0.01 μg /mL para una curva de dosis/respuesta e incubadas a 37 °C en 
atmósfera de CO2 al 5% durante 48 h. La cantidad de células viables sin proliferación se 
determinó usando el kit de ensayo de proliferación de células de solución acuosa Cell Titer 
96®, siguiendo las instrucciones del fabricante. La viabilidad celular se determinó 
midiendo la absorbancia a 450 nm usando un lector de ELISA automatizado. Los 
experimentos se realizaron por triplicado en tres experimentos independientes. Se utilizó 
Paclitaxel como referencia. Los datos se analizaron en el programa estadístico Prism 5.0 
y los valores de IC50 se determinaron mediante análisis de regresión. 
     4.7.3.3 Índice de Selectividad (IS) 
El índice de selectividad fue determinado solamente frente a las líneas de carcinomas 
hepatocelulares, tanto en extractos como en compuestos, lo cual permitió determinar la 
selectividad de la actividad citotóxica en las mismas. El IS fue calculado usando la 
ecuación (1):73        
 
 
 
 
 
IS = IC50 células IHH (1) 
IC50 células cancerígenas 
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4.8 Técnicas para determinar el posible mecanismo de acción del compuesto 
antibacteriano más activo  
4.8.1 Construcción del modelo computacional predictivo 
Procesamiento de datos y fusión de información: el proceso de análisis de datos utilizado 
implicó tres pasos principales; (1) adquisición y pre-procesamiento de datos, (2) el 
procedimiento de fusión de la información (IF, por sus siglas en inglés) para fusionar los 
conjuntos de datos de ChEMBL, de las redes de reacción metabólica (MRN, por sus siglas 
en inglés), y  de las secuencias de proteínas y (3) obtención del modelo Perturbation-
Theory-Machine-Learning and Information Fusion (PTMLIF, por sus siglas en inglés).74  
1) La adquisición de datos se realizó desde la base de datos ChEMBL que contiene 
los resultados de muchos ensayos preclínicos e información de secuencias de 
proteínas. El valor del parámetro experimental que se usa en ChEMBL para 
cuantificar la actividad biológica se identificó como vij. Este parámetro quantifica 
la actividad ith de la molécula (mi) sobre la diana jth.  Los valores de εij dependen 
de la estructura del fármaco y de una serie de condiciones de contorno que 
delimitan las características del ensayo cj = (c0, c1, c2... cn). Las condiciones cj 
fueron: c0 = actividad biológica, c1 = acceso a proteínas, c2 = microorganismo de 
ensayo, c3 = cepa de ensayo c4 = MRN del microorganismo, c5 = proteína diana, 
c6 = mapeo de diana moleculares, c7 = puntuación de confianza, c8 = curación y c9 
= tipo de ensayo. 
            En el conjunto de datos encontramos muchos parámetros biológicos diferentes vij; 
por ejemplo, Concentración Mínima Inhibitoria (CMI (µg/mL)) o Concentración 
Mínima Bactericida (CMB (µg/mL)), etc. Además, consideramos que las 
propiedades pueden tener una desirabilidad positiva o negativa d(c1). La función 
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de valor deseado d(c1) = 1 se estableció cuando el parámetro vij cuantifica una 
propiedad biológica que queremos maximizar para obtener un fármaco óptimo 
(este es el caso de la Selectividad). A la inversa, la función de valor deseado es 
negativa d(c1) = -1 significa que queremos minimizar el valor vij del parámetro de 
actividad biológica (por ejemplo, CMI (µg/mL)).  
            La existencia de distintos parámetros biológicos vij, con distintas unidades, y 
diferentes valores deseados dificultan el desarrollo del modelo de regresión. Por lo 
tanto, hemos discretizado valores vij para buscar un modelo de clasificación.  
            La discretización fue la siguiente: f(vij)obs = 1 cuando vij>cutoff y d(c1) = 1. 
Igualmente, el valor de f(vij)obs = 1 cuando vij<cutoff y d(c1) = -1, f(vij)obs= 0 en 
cualquier otro caso. El valor f(vij)obs = 1 apunta a un fuerte efecto del compuesto 
sobre el blanco con respecto al valor de corte fijado.74 
2) Para llevar a cabo el proceso de fusión de la información (IF), se fusionaron los 
datos provenientes de ChEMBL, MRNs y Protein Data Bank. En este sentido, se 
optó por transformar toda la información de las bases de datos en la misma escala. 
En consecuencia, el contenido de los conjuntos de datos se transformó en una escala 
de entropía de Shannon previamente a la fusión. La información obtenida de 
ChEMBL (estructura química) se escaló utilizando la fórmula (2) para calcular el 
valor de entropía de Shannon75: 
 𝑆ℎ𝑘(𝐷𝑟𝑢𝑔𝑖) = −𝑝 𝐷𝑘𝑖 · log⁡(𝑝 𝐷𝑘𝑖 ) = −  𝐷𝑘𝑖 −𝐷𝑘𝑖𝑚𝑖𝑛 +0.001  𝐷𝑘𝑖𝑚𝑎𝑥 −𝐷𝑘𝑖𝑚𝑖𝑛 +0.001 · 𝑙𝑜𝑔   𝐷𝑘𝑖 −𝐷𝑘𝑖𝑚𝑖𝑛 +0.001  𝐷𝑘𝑖𝑚𝑎𝑥 −𝐷𝑘𝑖𝑚𝑖𝑛 +0.001           
(2)  
 
     En esta fórmula, Dki es el valor del descriptor molecular del fármaco (LogP o PSA).           
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El valor p (Dki) es el resultado de escalar los descriptores moleculares a una escala de 
probabilidad que va de 0 a 1. Los valores Dkimin y Dkimax son el valor mínimo y máximo 
del descriptor molecular Dkith en todo el conjunto de datos. El valor 0.001 se agregó como 
un valor de escala para evitar p (Dki) = 0; lo cual está prohibido para la función de entropía 
logarítmica.75 
Los valores anteriores obtenidos de Shk (Drugi) se utilizaron para cuantificar la estructura 
de los compuestos químicos. Sin embargo, en este procedimiento se tuvo que cuantificar 
también la información estructural de las MRNs y de las secuencias de proteínas. La 
información estructural de las MRNs para las diferentes especies proviene del grupo de 
investigación de León-Barabàsi.76 Los registros están en archivos comprimidos ASCII, 
donde cada número representa un sustrato en la red metabólica. También se cuantificó la 
información estructural de las MRNs utilizando la escala de entropía de Shannon. Al 
hacerlo, calculamos los valores de entropía Shk (MRNs) de orden kth para la especie sth. 
Los valores de Shk (MRNs) miden la información de conectividad en la MRN de las 
especies de todos los metabolitos y sus vecinos (sustratos o productos) colocados a una 
distancia (número de reacciones) ≤ k. Para calcular estos índices se utilizó un enfoque de 
matriz de Markov (1). Esta matriz se usó para calcular las probabilidades absolutas pk 
(mq) con las cuales el metabolito mq se transforma (qth) y es el producto de las diferentes 
reacciones. Finalmente, los valores de Shk (MRNs) se calculan como la suma de la entropía 
para cada nodo (metabolito mq) en las MRNs. En la Tabla 9, se muestran algunos 
organismos, los códigos de dos letras y los valores de Shk (MRNs) para las redes de 
reacción metabólica estudiadas. La fórmula utilizada para calcular estos valores fue la 
siguiente (3):75 
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𝑆ℎ𝑘 𝑀𝑅𝑁𝑠 = −  𝑝 𝑚𝑞 · log 𝑝 𝑚𝑞   (3)𝑞=𝑞𝑚𝑎𝑥𝑞=1   
Tabla 9. MRNs incluidas en este trabajo, ejemplos seleccionados 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3) Modelo lineal PTMLIF. Recientemente se ha introducido una técnica de modelado 
PTMLIF de propósito general, útil para cuantificar el efecto de las perturbaciones en 
sistemas biomoleculares complejos. Usando un modelo PTMLIF, es posible predecir los 
Microorganismos Códigos 
Sh2 
(MRN) 
Bacillus subtilis BS 0.014 
Clostridium acetobutylicum CA 0.009 
Campylobacter jejuni CJ 0.012 
Chlamydia pneumoniae CQ 0.038 
Chlamydia trachomatis CT 0.018 
Escherichia coli EC 0.008 
Enterococcus faecalis EF 0.011 
Haemophilus influenzae HI 0.013 
Helicobacter pylori HP 0.017 
Mycobacterium bovis MB 0.009 
Mycoplasma genitalium MG 0.017 
Mycobacterium leprae ML 0.009 
Mycoplasma pneumoniae MP 0.020 
Mycobacterium tuberculosis MT 0.014 
Neisseria gonorrhoeae NG 0.011 
Neisseria meningitidis NM 0.012 
Pseudomonas aeruginosa PA 0.016 
 Porphyromonas gingivalis PG 0.011 
Streptococcus pneumoniae PN 0.011 
Rhodobacter capsulatus RC 0.015 
Saccharomyces cerevisiae SC 0.011 
Streptococcus pyogenes ST 0.011 
Salmonella typhi TY 0.007 
Yersinia pestis YP 0.013 
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valores de la función f (vij) para el compuesto ith probado en el ensayo preclínico jth con 
condiciones cj = (c0, c1….) contra la especie bacteriana sth con determinadas secuencias 
de proteínas y MRNs. Los modelos lineales PTMLIF siguen la ecuación general (4). 
𝑓 vijs  𝑐𝑎𝑙𝑐 = a0 + a1 · 𝑓 vij 𝑒𝑥𝑝𝑡     +  a𝑘 · Shk 𝐷𝑟𝑢𝑔𝑖 𝑘=2𝑘=1                    (4) 
 
                                                                             +  a𝑘 ,𝑗 · ∆Shk 𝐴𝑠𝑠𝑎𝑦𝑗  c j𝑘=2,𝑗=2𝑘=1,𝑗=1  
 
                                                                            +  a𝑘 ,𝑗 · ∆Shk 𝑀𝑅𝑁𝑠 c j𝑘=2,𝑗=2𝑘=1,𝑗=1   
 
El modelo PTMLIF parte del valor esperado de la actividad biológica f (vij) expt y suma el 
efecto de la información química relacionada con la estructura del fármaco y los efectos 
acumulados debido a cambios o perturbaciones (operadores PT) en las condiciones de 
ensayo, cepas de bacterias utilizadas y secuencias de proteínas. Los operadores PT 
utilizados son similares a los operadores de Promedio Móvil (MA, por sus siglas en 
inglés) de Box-Jenkins utilizados en trabajos anteriores.77 Los otros operadores PT 
incluidos en este modelo son Promedios Móviles (MA) calculados para una condición a 
la vez. En el modelo PTMLIF tenemos tres tipos de operadores PT debido al proceso IF. 
Calculamos estas variables como:  
ΔShk (Assayj)cj= Shk(Drugi) - <Shk(Assayj)cj> 
ΔShk (MRNs)= Shk(MRNs) - <Shk(MRNs)cj> 
ΔShk (Prots)= Shk(Prots) - <Shk(Prots)cj>, respectivamente.  
En consecuencia, los términos de ΔShk (Assayj)cj explican la desviación de la información 
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química del compuesto Shk (Drugi) del valor esperado de <Shk(cj)> (valor promedio) para 
todos los compuestos analizados en las mismas condiciones Cj en el conjunto de datos 
ChemBL. Por analogía, los términos ΔShk (MRNs)cj y ΔShk(Prots)cj cuantifican la 
desviación de la información de la red metabólica de las bacterias Shk (MRNs) y de las 
secuencias de proteínas, de los valores esperados de <Shk(MRNs)cj> y <Shk(Prots)cj>, 
respectivamente, para las mismas condiciones. 
4.8.2 Docking molecular 
Todo el procesamiento se realizó en el clúster BioCAI de la Universidad de Coruña, 
España. La fuerza de las interacciones se cuantificó por la energía de afinidad (EA) del 
ligando para dianas de proteínas utilizando el software abierto AutoDockVina.78  
El flujo de acoplamiento tiene varios pasos que incluyen el procesamiento del ligando y 
proteínas, la conversión y la optimización de la geometría antes de los cálculos de 
acoplamiento. Por lo tanto, el ligando se presenta como una lista de fórmulas de SMILES 
y se convierten en PDB con una estructura 3D optimizada utilizando el software Babel.79 
Los blancos de proteínas se filtran sólo para el primer modelo de PDB, se elimina la parte 
no proteica (moléculas de agua, otros ligandos, etc.). El PDB de ligando y proteínas se 
convierte en formato PDBQT utilizando “AutoDock Tools scripts” (prepare_ligand4.py y 
prepare_receptor4.py).80 El sitio de acción de la proteína se considera rígido en todos los 
cálculos de acoplamiento y la búsqueda de interacción está considerando toda la superficie 
de los targets. El flujo de acoplamiento se basa en los scripts de Python y Bash, incluida 
la lectura de los resultados finales. El límite para las interacciones estables se considera 
EA < -7.0 kcal / mol.81 Los resultados se basan en el primer confórmero de acoplamiento 
de los ligandos con una desviación de la media cuadrada de la raíz de las posiciones 
atómicas (RMSD, por sus siglas en inglés) de 0.82  
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4.8.3 Ensayo de liberación de contenidos vesiculares 
El ensayo se realizó en el Instituto de Biofísica de la Universidad del País Vasco. 
     4.8.3.1 Preparación de LUV con solutos encapsulados 
Se prepararon liposomas de 1,2-di-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), para ello, en 
primer lugar, se evapora en nitrógeno el cloroformo/metanol (2:1) en el que está disuelto 
el lípido obteniéndose así una película de lípido seca. Esta, se mantiene durante 2 horas 
en un desecador a vacío eliminando así las trazas de los disolventes orgánicos. A 
continuación, y en el proceso de formación de liposomas MLV, se co-encapsularon la 
sonda fluorescente ANTS junto con un atenuador DPX, a una relación DPX: ANTS ~4:1. 
Para ello, el lípido se hidrató en el buffer ANTS 12,5 mM, DPX 45mM, NaCl 70 mM, 
Tris 20 mM (pH 8.0) obteniéndose una suspensión de MLV. Los liposomas se 
mantuvieron durante todo el proceso a una temperatura por encima de la temperatura de 
transición (Tm) de los lípidos que componen la muestra, es decir, entre la fase gel y la fase 
fluida. Para disminuir el número de lamelas de los MLV, estos se sometieron a ciclos de 
congelación-descongelación, pasando la muestra de una temperatura de -180°C, en 
nitrógeno líquido, a un baño termostatizado. Al finalizar los ciclos se obtuvo una 
suspensión de FTMLV (del inglés Freeze and Thaw Multilamellar Vesicles). Este proceso 
aumenta la eficacia en la encapsulación de solutos.  
La muestra de FTMLV se sometió a extrusión con objeto de obtener liposomas LUV del 
tamaño deseado. Para ello, la suspensión de liposomas se pasó 10 veces a través de dos 
filtros de policarbonato Nuclepore con un diámetro de poro de 100 nm, para obtener 
poblaciones de liposomas más homogéneas.83 La extrusión se realizó en un extrusor 
suministrado por Northern Lipids.  
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La sonda no encapsulada se separó de los LUV mediante cromatografía de tamizado 
molecular en una columna PD-10 equilibrada con un tampón isosmótico NaCl 150 nM, 
Tris 20 nM (pH 8.0). La osmolaridad de los tampones se igualó en un osmómetro. 
Finalmente, se calculó la concentración de LUV por determinación de fósforo 
hidrosoluble. 
     4.8.3.2 Determinación de la concentración de fosfolípidos 
La determinación de la concentración de fosfolípidos en las preparaciones de LUV se 
realizó mediante el método colorimétrico que permite cuantificar la concentración de 
fósforo inorgánico en la muestra. Este método es una modificación del método descrito 
por Fiske y Subbarow.84 Para ello, se preparó una recta patrón con NaH2 PO4  entre 0 y 
100 nmoles de fósforo. Las muestras problema y la recta patrón se digieren con 0.5 mL 
de ácido perclórico 70% durante 45 minutos a 200 °C. A continuación, se añadieron a 
cada tubo 4 mL de una solución de heptamolibdato (2.2 g heptamolibdato amónico, 14.3 
mL ácido sulfúrico 95-98%, volumen final 1 L) e inmediatamente después, se añadieron 
0.5 mL de una disolución de ácido ascórbico 10% (p/v) en agitación. Las muestras se 
calentaron a 100°C durante 10 minutos para que el fosfato reaccionara con el molibdato 
y, de esta manera, transformarse en ácido fosfomolíbdico, que posteriormente se redujo y 
produjo un compuesto coloreado. Finalmente, se midió la absorbancia de las muestras a 
812 nm en un espectrofotómetro UV-Vis y se determinó la concentración de fosfato en 
las muestras a partir de la recta patrón. 
     4.8.3.3 Liberación de contenidos encapsulados en LUV 
El ensayo de liberación de contenidos se utilizó para estudiar el efecto de la interacción 
del compuesto seleccionado con un sistema modelo membranas (LUV). A través de la 
liberación de contenidos encapsulados dentro de los liposomas, se puede estudiar de forma 
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indirecta la perturbación de la permeabilidad de la membrana provocada por la acción del 
compuesto en estudio. El método utilizado para realizar este ensayo es el descrito por 
Ellens et al.85 , basado en la atenuación de la fluorescencia del ANTS por el DPX. Ambas 
moléculas se encapsularon en el interior de los liposomas, de forma que el DPX atenúa la 
fluorescencia del ANTS casi por completo debido a la corta distancia existente entre 
ambas. La ruptura de la barrera de permeabilidad de la bicapa conduce a una liberación 
de los contenidos de los LUV al medio exterior. De esta manera, ambas moléculas se 
separan al diluirse en el medio y, por tanto, aumenta la fluorescencia del ANTS, ya que a 
esas distancias intermoleculares no es posible la atenuación por transferencia de energía.85 
Los ensayos de la liberación de los contenidos vesiculares se realizaron en un fluorímetro 
Fluoromax-3 tomando medidas a longitudes de ondas fijas, en el máximo de excitación a 
355 nm y de emisión a 520 nm del ANTS. La apertura de rejilla para ambos 
monocromadores, se fijó en 5 nm y se utilizó un filtro de 475 nm en el monocromador de 
emisión para reducir la señal debida a la dispersión de la luz de excitación. En las cinéticas 
se siguió el cambio de la señal inicial de los liposomas tras la adición del compuesto, 
durante aproximadamente 312 min. Para finalizar la reacción y obtener el máximo de 
fluorescencia del ANTS se añadió el detergente Triton X-100, a una concentración que 
solubilizó por completo las vesículas. De esta forma se obtuvo el valor de fluorescencia 
correspondiente al 100% de liberación de la sonda al medio. El porcentaje de liberación 
causado por el compuesto se cuantificó utilizando la ecuación (5): 
  
 
 
 
 
% Liberación  
 
= 
Ff – F0 
x 100 
                   
(5) 
F100 – F0  
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Donde Ff es la fluorescencia tras la adición del agente permeabilizante, F0 el valor de 
fluorescencia de los liposomas al inicio de la cinética y F100 la fluorescencia tras la 
solubilización de los liposomas con el Triton X-100. 
4.9 Disposición de Residuos 
La disposición de residuos se realizó en base a las normas establecidas por los 
departamentos de manejo y control de residuos de la Facultad de Ciencias Químicas, 
Servicio de Gastroenterología de la Facultad de Medicina, ambos de la UANL, Facultad 
de Farmacia y Centro de Investigaciones Químicas de la UAEM, así como del Instituto 
de Biofísica y la Facultad de Ciencias, ambos de la UPV/EHU. 
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CAPÍTULO 5 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
5.1 Estudio fitoquímico de las hojas de C. incisa 
5.1.1 Resultados del análisis del extracto hexánico por Cromatografía de Gases    
acoplado a Espectrometría de Masas (CG-EM) 
Del análisis por CG-EM del extracto hexánico de las hojas de C. incisa, se obtuvo el 
cromatograma que se muestra en la Figura 6. Los compuestos identificados de acuerdo a 
la base de datos NIST versión 1.7 ª se indican en la Tabla 10. 
 
 
Figura 6. Cromatograma de Gases del extracto hexánico 
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Tabla 10. Compuestos identificados en el extracto hexánico 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 
 
 
                      tR: tiempo de retención 
 
Como se puede observar en la Tabla 10 se lograron identificar 17 compuestos mayoritarios 
volátiles del extracto hexánico de las hojas de C. incisa. Estos incluyen nueve 
hidrocarburos saturados (heneicosano, tetracosano, pentacosano, hexacosano, 
heptacosano, octacosano, nonacosano, triacontano, hentriacontano), seis terpenos (cis y 
trans fitol, β-amirina, α-amirina, β-amirona, cicloursanol), un esterol (β-sitosterol), y una 
cetona (6,10,14-trimetil-2-pentadecanona), siendo el mayoritario el β-sitosterol (19.44%).  
Los porcentajes de los diferentes compuestos que conforman el extracto hexánico 
incluyen en su mayoría hidrocarburos saturados (56.25%), seguido de los terpenos 
(31.25%), un esterol (6.25 %) y una cetona (6.25%) (Figura 7). Estos resultados están de 
acuerdo con los obtenidos por Pathomwichaiwat et al.86, quienes identificaron triterpenos, 
fitoles, esteroides y sus derivados en un extracto hexánico de C. quadrangularis.  
tR 
(min) 
% de  
Abundancia Nombre del compuesto 
Fórmula 
molecular 
59.260 1.91 6,10,14-trimetil-2-
pentadecanona 
C18H36O 
62.925 1.29 cis-fitol C20H40O 
71.905 4.09 trans-fitol C20H40O 
79.925 1.48 heneicosano C21H44 
83.998 3.12 tetracosano C24H50 
87.926 4.86 pentacosano C25H52 
91.690 5.57 hexacosano C26H54 
95.309 5.76 heptacosano C27H56 
98.777 4.49 octacosano C28H58 
102.186 6.08 nonacosano C29H60 
105.379 2.47 triacontano C30H62 
108.709 9.50 hentriacontano C31H64 
114.535 19.44 sitosterol C29H50O 
114.910 8.43 β-amirina C30H50O 
115.159 4.91 cicloursanol C30H50O 
116.177 3.18 α-amirina C30H50O 
118.056 8.49 β-amirona C30H48O 
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Figura 7. Composición química del extracto hexánico 
 
Del total de los fitocompuestos anteriormente mencionados, sólo seis de ellos han sido 
identificados previamente dentro del género Cissus utilizando CG/EM: fitol, pentacosano, 
triacontano, heptacosano, α-amirina y β-sitosterol en las especies C.vitiginea,87,88 
C.quadrangularis.89,90,91 De esta forma es la primera vez que se identifica a cicloursanol 
dentro del género Cissus.  
5.1.2 Elucidación estructural de compuestos del extracto CHCl3/MeOH 
El extracto CHCl3/MeOH fue fraccionado por CC, las fracciones resultantes fueron 
sometidas a sucesivas CCs sobre gel de sílice y diferentes gradientes de solventes 
orgánicos, lográndose aislar y caracterizar un monoglicerol, un esterol, dos glucósidos (de 
esterol y triterpeno, respectivamente), y una ceramida. Adicionalmente se obtuvieron 
varios sólidos que tras ser analizados utilizando CG-EM y HRMS-ESI resultaron mezclas 
de hidrocarburos alifáticos (CIH-1), alcohol y epóxido (CIH-3), triterpenoides (CIH-5), 
ceramidas (CIH-13) y cerebrósidos (CIH-10). 
 
     
57%31%
6%
6%
Composición química
Hidrocarburos sat
Terpenos
Esterol
Cetona
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     5.1.2.1 Propiedades físicas y espectroscópicas de CIH-1 
Sólido blanco, soluble en cloroformo, punto de fusión (pf) 54-57 °C, IR: 2955.54 cm-1, 
2848.3 cm-1, 1472.60 cm-1. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ (ppm): 0.89 (t, J = 8 Hz, 6H, -
CH3), 1.26 (sa, 50H, -CH2).  RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ (ppm): 14.13 (CH3), 22.71 
(CH2), 29.38 (CH2), 29.68 (CH2), 29.72 (CH2), 31.95 (CH2). 
     5.1.2.1.1 Identificación de los constituyentes de CIH-1 
En el espectro IR (Figura 8) se observaron las bandas en 2955.54 cm-1 y 2848.3 cm-1 de 
C-H de estiramiento (CH3 y CH2); en 1472.60 cm-1 de flexión (CH3 y CH2) y en 720 cm-1 
de CH2 (flexión). En los espectros de 1H y 13C (Figura 9 y 10) se observaron en H 0.89 
un triplete (J =6.82 Hz) correspondiente a los metilos terminales de las cadenas alifáticas 
(C 14.13). En H 1.26 ppm resuena un singulete ancho correspondientes a varios 
metilenos (C 22.71-31.95 ppm). Además, se observaron señales adicionales en H 4.2 y 
5.2 ppm, los carbonos correspondientes a estas dos señales de hidrógeno no se observan 
en el espectro de RMN13C (Figura 10) porque esta técnica es menos sensible que RMN 
1H. Por lo que el compuesto se analizó por CG-EM. 
 
Figura 8. Espectro IR de CIH-1 
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Figura 9. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3) de CIH-1 
 
 
Figura 10. Espectro de RMN 13C (100 MHz, CDCl3) de CIH-1 
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     5.1.2.1.1.1 Análisis de CIH-1 por CG-EM 
En el cromatograma se observan 14 picos con diferentes tiempos de retención y área 
(Figura 11), los cuales se identificaron como 14 alcanos y el escualeno, siendo el más 
abundante el hentriacontano con un 47% de abundancia (Tabla 11). 
 
Figura 11. Cromatograma de la muestra CIH-1 
Tabla 11. Compuestos identificados por CG-EM en CIH-1 
         
tR (min) % de Abundancia 
Nombre del 
compuesto 
       Peso 
molecular (g/mol) 
Fórmula 
molecular 
66.762 0.279 eicosano 282 C20H42 
71.327 0.188 heneicosano 296 C21H44 
75.675 0.293 docosano 310 C22H46 
83.899 0.322 tetracosano 338 C24H50 
87.781 0.346 pentacosano 352 C25H52 
91.525 0.385 hexacosano 366 C26H54 
95.164 1.587 heptacosano 380 C27H56 
98.482 0.357 ciclooctacosano 392 C28H56 
98.659 1.106 octacosano 394 C28H58 
99.506 3.975 escualeno 410 C30H50 
102.351 19.99 nonacosano 408 C29H60 
105.359 2.544 triacontano 422 C30H62 
109.044 47.560 hentriacontano 436 C31H64 
111.612 3.771 dotriacontano 450 C32H66 
114.811 16.134 tritriacontano 464 C33H68 
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5.1.2.2 Propiedades físicas y espectroscópicas de CIH-3 
Sólido blanco, soluble en CHCl3, pf 79-81°C. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ (ppm): 0.88 
(t, J=6.8 Hz, CH3), 1.25 (sa, CH2), 1.50-1.53 (m, CH2), 2.02 (m, CH2), 3.64 (t, J=6.4 Hz, 
CH2O), 4.85 (m, OH). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ (ppm): 14.51(CH3), 23.08 (CH2), 
25.72 (CH2), 26.13 (CH2), 29.75 (CH2), 29.82 (CH2), 29.97 (CH2), 29.99 (CH2), 30.00 
(CH2), 30.05 (CH2), 30.09 (CH2), 32.32 (CH2), 33.21 (CH2), 63.51 (CH2-OH). 
     5.1.2.2.1 Identificación de los constituyentes de CIH-3 
En los espectros de RMN 1 H y RMN 13C (Figura 12 y 13) se observaron a campo alto un 
metilo terminal (δ 0.88), y en 1.25 ppm un singulete ancho muy propio de cadenas 
alifáticas largas. Además se encontraron señales a δ (ppm) 3.64 y 4.85 que sugieren la 
existencia de hidroximetileno (C 63.52) y un grupo hidroxilo acoplado a hidroximetileno, 
por consiguiente se analizó el sólido por CG-EM.  
     5.1.2.2.1.1 Análisis de CIH-3 por CG-EM  
El cromatograma obtenido para el análisis de CIH-3 por CG-EM (Figura 14) mostró dos 
compuestos, los cuales están prácticamente en proporción 1:1 según lo reflejan sus 
porcentajes de abundancia (Tabla 12). Se identificó al hexatriacontanol el cual está 
respaldado por las señales  en  13C ( 63.52) y en 1H (3.64 y 4.85). Las señales entre 2.30 
y 2.44 ppm pueden atribuirse al epóxido, pues usualmente aparecen alrededor de 2.54 
ppm. Sin embargo, en  el espectro de RMN 13C no se apreciaron las señales para los 
carbonos del epóxido, lo que pudiera deberse a la menor sensibilidad de esta técnica con 
relación a la de RMN 1H.
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Figura 12. Espectro de RMN 1 H (400 MHz, CDCl3) de CIH-3 
 
 
Figura 13. Espectro de RMN 13C (100 MHz, CDCl3) de CIH-3 
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Figura 14. Cromatograma de gases de CIH-3 
 
Tabla 12. Compuestos identificados por CG-EM de CIH-3 
 
 
     5.1.2.3 Propiedades físicas y espectroscópicas de tetracosanoato de 2,3-
dihidroxipropilo (CIH-7) 
 
 
 
Figura 15. Estructura de tetracosanoato de 2,3-dihidroxipropilo (CIH-7) 
tR (min) % de Abundancia Nombre del compuesto 
Peso 
molecular 
(g/mol) 
Fórmula  
molecular 
112.795 45.125 2-hexadeciloxirano 268  C18H36O 
118.752 54.875 hexatriacontanol          522  C36H74O 
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Tetracosanoato de 2,3-dihidroxipropilo (estructura mostrada en la Figura 15): sólido 
blanco, soluble en cloroformo, pf 81-82°C. C27H54O4, PMcalc. 442.4022 g/mol. EM-IE m/z: 
442 [M]+. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ (ppm): 0.88 (t, J=6.84 Hz, 3H, Me), 1.25 (sa, 
CH2), 1.63 (m, 2H, H-3), 2.05 (t, J=6.08 Hz, 1H, OH-3´), 2.35 (t, J=7.48 Hz, 2H, H-2), 
2.49 (d, J=5.12 Hz, 1H, OH-2´), 3.61 (dd, J=11.4, 5.6 Hz, 1H, H-3´β), 3.69 (dd, J=11.34, 
4.14 Hz, 1H, H-3´α), 3.93 (m, 1H, H-2´), 4.14 (dd, J=1.64, 6.08 Hz, 1H, H-1´β), 4.21 (dd, 
J=11.64, 4.6 Hz, 1H, H-1´α). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ (ppm): 14.13 (Me), 22.70 
(CH2), 24.93 (CH2), 29.14 (CH2), 29.26 (CH2), 29.37 (CH2), 29.46 (CH2), 29.61 (CH2), 
29.67 (CH2), 29.71 (CH2), 31.94 (CH2), 34.17 (CH2), 63.34 (C3´), 65.19 (C1´), 
70.29(C2´), 174.46 (C1).  
     5.1.2.3.1 Elucidación estructural de tetracosanoato de 2,3-dihidroxipropilo  
                    (CIH-7) 
En el espectro RMN 1H (Figura 16) se observó a campos altos, señales comunes a las de 
ácidos grasos saturados: un triplete en 0.88 ppm (J=6.64 Hz) que corresponde al metilo 
terminal, en 1.25 ppm un singulete ancho característico de una cadena alifática larga. En 
1.63 ppm y 2.35 ppm, las señales de las posiciones 2 y 3 de la cadena lateral saturada: un 
multiplete (H-3), y un triplete (t, J=7.48 Hz, H-2) que corresponde al metileno alfa al 
carbonilo. A continuación, observamos señales que revelaron la presencia de hidroxilos, 
sugiriendo la presencia de un derivado de glicerol. En 2.05 ppm se observa un triplete 
(J=6.08 Hz) que integra para el hidrógeno del hidroxilo de la posición 3´ del glicerol que 
se acopla con dos hidrógenos del carbono C-3´. La constante de acoplamiento (J=6.08 Hz) 
indica que hay un acoplamiento vecinal. Lo mismo ocurre con el hidroxilo de la posición 
2´, donde su señal aparece en δ 2.49 como un doblete (J=5.12 Hz) debido a que el 
acoplamiento en este caso es con un hidrógeno (H-2´). En δ 3.61 (dd, J=11.4, 5.6 Hz) y δ 
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3.69 (dd, J=11.34, 4.14 Hz) se observan dos dobletes de dobletes, cada uno 
correspondientes a H-3´β y H-3´α, respectivamente. En 3.93 ppm se encuentra un 
multiplete que corresponde a H-2´. Los hidrógenos H-1´β y H-1´α aparecen como dos 
dobletes de dobletes en δ 4.14 (dd, J=11.64, 6.08 Hz) y δ 4.21 (dd, J=11.64, 4.6 Hz), las 
constantes de acoplamiento indican que hay un acoplamiento geminal entre ellos y otro 
vecinal con H-2´, de igual manera ocurre con los hidrógenos de la posición 3´. En el 
espectro de 13C (Figura 17) se pudieron apreciar señales entre 63-70 ppm que respaldaron 
al derivado de glicerol, siendo las señales en δ 63.34, δ 65.19 y δ 70.29 las 
correspondientes a los carbonos del glicérido. En este espectro igualmente se observó en 
δ 14.13 una señal de metilo terminal, de 22.7-34.17 ppm los carbonos metilénicos y, por 
último, en δ 174.46 la señal que corresponde al carbonilo del éster. CIH-7 fue analizado 
por EM-IE. Como resultado se identificó al tetracosanoato de 2,3-dihidroxipropilo por m/z 
442 [M]+, 130 [C5H6O4] (pico base) (Figura18). El pico base detectado en EM-IE 
corresponde al fragmento que contiene al glicerol unido al carbonilo, corroborando la 
presencia de un monoglicerol (Figura 19). Adicionalmente, el m/z 309 obtenido confirma 
al ácido graso correspondiente. Los datos espectroscópicos obtenidos están acordes con 
los previamente reportados para un monoglicerol similar aislado de las raíces de Ibervillea 
sonorae92  (Tabla 13). Es la primera vez que se caracteriza al tetracosanoato de 2,3-
dihidroxipropilo dentro del género Cissus.  
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Figura 16. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3) de tetracosanoato de 2,3-dihidroxipropilo (CIH-7) 
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Figura 17. Espectro de RMN 13 C (100 MHz, CDCl3) de tetracosanoato de 2,3-dihidroxipropilo (CIH-7) 
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Figura 18. Espectro de EM-IE de tetracosanoato de 2,3-dihidroxipropilo (CIH-7) 
 
 
 
 
Figura 19. Mecanismo de fragmentación de CIH-7 con la obtención del pico base 
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Tabla 13. Comparación de datos espectroscópicos de CIH-7 con monoglicerol de I. sonorae 
 
     5.1.2.4 Propiedades físicas y espectroscópicas de β-sitosterol (CIH-2) 
 
Figura 20. Estructura de β-sitosterol (CIH-2) 
β-sitosterol (Figura 20): sólido blanco amorfo, soluble en cloroformo, pf 139-141°C, C29H50O, 
PMcalc 414.30 g/mol. IRv (cm-1): 3490, 2997, 2880, 1670, 1460, 1340, 1030, 960. RMN 1H (400 
MHz, CDCl3) δ (ppm): 0.70 (s, 3H, Me-18), 0.84 (d, J=6.88 Hz, 3H, Me-27),0.86 (d, J=7.2 Hz, 
 RMN 1H RMN 13C 
P
os
ic
ió
n (CDCl3, 300 MHz) 
δ (ppm) 
Reportados92 
(CDCl3, 400 MHz) 
δ (ppm) 
Obtenidos 
(CDCl3, 
75 MHz) 
δ (ppm) 
Reportados92 
(CDCl3, 
100 MHz) 
δ (ppm) 
Obtenidos 
1 - - 174.5 174.46 
2 2.33 (t,  J (Hz)=7.5) 2.35 (t, J (Hz)=7.48)   
CH2 1.25 (sa) 1.25 (sa) 
22.5 - 
31.8 
22.7 - 34.17 
Me 0.88 (t, J (Hz)=7.2) 0.88 (t, J (Hz)=6.84) 14.1 14.13 
1´α 4.19 (dd, J (Hz)=11.4, 4.9) 4.21 (dd, J (Hz) =11.64, 4.6) 
65.1 65.19 1´β 4.14 (dd, J (Hz)=11.5, 6.0) 4.14 (dd,  J (Hz)=11.64, 6.08 ) 
2´ 3.93 (m) 3.93 (m) 70.2 70.29 
3´α 3.70 (dd,  J (Hz)=11.5, 4.0) 3.69 (dd, J (Hz) =11.34, 4.1) 
63.3 63.34 3´ β 3.59 (dd, J (Hz)=11.5, 6.0) 3.61 (dd, J (Hz) =11.4, 5.6) 
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3H, Me-26), 0.87 (t, J=7.2 Hz, 3H, Me-29), 0.95 (d, J=6.56 Hz, 3H, Me-21), 1.03 (s, 3H, Me-19), 
3.54 (m, 1H, H-3), 5.38 (m, 1H, H-6). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ (ppm): 11.60 (C18), 11.78 
(C29), 18.58 (C27), 18.83 (C21), 19.20 (C19), 19.62 (C26), 20.89 (C11), 22.87 (C28), 24.11 (C15), 
25.88 (C23), 28.05 (C16), 28.95 (C25), 31.47 (C2), 31.71 (C7 y C8 ), 33.75 (C22), 35.95 (C20), 
36.31 (C10), 37.06 (C1), 39.58 (C12), 42.11 (C13), 42.13 (C4), 45.64 (C24), 49.94 (C9), 55.86 
(C17), 56.57 (C14), 71.62 (C3), 121.53 (C6), 140.56 (C5). 
     5.1.2.4.1 Elucidación estructural de β-sitosterol (CIH-2) 
      El espectro de IR (Figura 21) muestra una banda a 3490 cm-1 correspondiente a O-H de estiramiento 
de un grupo hidroxilo, en 2997 cm-1 y 2880 cm-1 bandas de C-H de estiramiento de una parte 
alifática de la molécula, en 1640 cm-1 C=C de estiramiento, en 1460 cm-1 O-H de flexión, 1340 cm-
1 C-H de flexión, 1030 cm-1 C-O de estiramiento y en 660 cm-1 (=C-H) de flexión. 
Los espectros de RMN de 1H y 13C de CIH-2 mostraron un perfil de señales características de 
estructuras relacionadas a fitoesteroles. En el espectro de RMN 1H (Figura 22) se observó un patrón 
complejo de señales, en la región de campo alto ( = 0.7-1.2 ppm), destacan las señales de mayor 
intensidad atribuibles a seis grupos metilos δ (ppm): 0.70 (Me-18), 0.84 (Me-27), 0.86 (Me-26), 
0.87 (Me-29), 0.95 (Me-21), y 1.03 (Me-19). Otras de las señales características se encontraron en 
3.54 ppm, un multiplete del hidrógeno unido al carbono unido a un grupo hidroxilo, además del 
doblete ancho en δ 5.38 ppm del hidrógeno olefínico H-6. Mediante el espectro de RMN de 13C 
(Figura 23) se pudieron confirmar los seis grupos metilos los cuales mostraron señales en δ (ppm): 
11.66 (C18), 11.78 (C29), 18.58 (C27), 19.20 (C19), 19.62 (C26), 18.83 (C21). Los carbonos 
restantes de RMN 13C se atribuyen a once grupos metilenos y a nueve grupos metinos, de los cuales 
dos corresponden a los carbonos de la doble ligadura δ (ppm): 121.53 (C6), 140.56 (C5), y uno es 
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base de un grupo hidroxilo en δ 71.62 ppm (C3). Los resultados obtenidos son congruentes con los 
datos espectroscópicos reportados en la literatura.93 Al compararlos, permite establecer la identidad 
de CIH-2 como β-Sitosterol (Ver Apéndices). Este compuesto tiene 50 hidrógenos según su 
fórmula molecular C29H50O; sin embargo, el total de señales en el espectro de RMN 1H integran 
para un total de cincuenta y tres protones, lo cual nos indicó que existe una mezcla de compuestos. 
Por lo que se procedió a acetilar y analizar por CG-EM. Las señales que aparecen en 5.03 y 5.17 
pudieran deberse a la presencia de un doble enlace correspondiente al estigmasterol. Aunque 
calculando la proporción de la mezcla por la contribución de los hidrógenos en RMN 1H, esta fue 
de 90:10, resultando el β-sitosterol el compuesto mayoritario. 
 
 
Figura 21. Espectro IR del β-sitosterol (CIH-2)  
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Figura 22. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3) del β-sitosterol (CIH-2)  
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Figura 23. Espectro de RMN 13 C (100 MHz, CDCl3) del β-sitosterol (CIH-2) 
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     5.1.2.5 Propiedades físicas y espectroscópicas de acetato de β-sitosterilo (CIH-2Ac) 
 
 
 
 
Figura 24.  Estructura de acetato de β-sitosterilo (CIH-2Ac) 
 
Acetato de β-sitosterilo (Figura 24): cristales en forma de aguja, C31H52O2, PMcalc 456.40 g/mol, 
soluble en cloroformo. pf: 118-120°C, RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ (ppm): 0.70 (s, 3H, Me-18), 
0.84 (d, J=7.56 Hz, 3H, Me-27), 0.86 (d, J=8.08 Hz, 3H, Me-26), 0.87 (t, J=7.84 Hz, 3H, Me-29), 
0.94 (d, J=6.24 Hz, 3H, Me-21), 1.04 (s, 3H, Me-19), 2.06 (s, 3H, CH3CO) 4.64 (m, 1H, H-3), 5.40 
(da, 1H, H-6). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ (ppm): 11.87 (C18), 12.00 (C29), 18.74 (C28), 19.04 
(C19), 19.32 (C26), 19.83 (C21), 21.04 (CH3CO), 21.46 (C11), 23.08 (C25), 24.3 (C15), 27.79 
(C16), 28.26 (C2), 29.16 (C27), 31.87 C8),31.91 (C7), 36.17 (C20), 36.61 (C10), 37.00 (C1), 38.13 
(C4), 39.73 (C12), 42.33 (C13), 45.85 (C24), 50.04 (C9), 56.04 (C17), 56.7 (C14), 74.00 (C3), 
122.66 (C6), 139.67 (C5), 170.56 (CH3CO). 
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     5.1.2.5.1 Elucidación estructural del acetato de β-sitosterilo (CIH-2Ac) 
El espectro de RMN 1H del acetato de β-sitosterilo (Figura 25), mostró en la región de campo alto 
un patrón de señales muy similar al espectro del β-sitosterol (CIH-2). En dicha región se puede 
observar la presencia de seis grupos metilos δ (ppm): 0.70 (Me-18), 0.84 (Me-27), 0.86 (Me-26), 
0.87 (Me-29), 0.95 (Me-21),1.04 (Me-19) y de un singulete en 2.06 ppm que corresponde al metilo 
del grupo acetilo en la posición 3.  Se observó la señal del protón H-3, que comparándola con la 
del espectro de CIH-2, se encuentra desplazada a campos más bajos apareciendo en δ 4.64 ppm al 
estar geminal a un grupo éster. De igual forma se observó un doblete ancho δ 5.37 (da, J=4.64, 1H, 
H-6) que corresponde al hidrógeno olefínico H-6. Todas las señales fueron confirmadas en el 
espectro de RMN 13C (Figura 26) apreciándose las señales características del grupo acetato en δ 
21.04 ppm (CH3CO) y en δ 170.56 ppm (CH3CO). También se observaron las seis señales de los 
metilos en δ (ppm): 11.87 (C18), 12.00 (C29), 19.04 (C19), 19.32 (C26), 19.83 (C21),29.16 (C27), 
y las señales de los carbonos de la doble ligadura en δ (ppm): 122.66 (C6) y 139.67 (C5).  Se 
apreció el desplazamiento a campo bajo del (C3) apareciendo en δ 74.00 ppm. Estos datos 
espectroscópicos se compararon con los reportados previamente por Yang et al.94 pudiéndose 
confirmar el compuesto mayoritario de CIH-2Ac como acetato de β-sitosterilo (ver tabla en 
Apéndices). Sin embargo, el espectro de RMN 1H muestra en δ 5.04 y 5.18 ppm señales que pueden 
atribuirse al estigmasterol, pues corresponden al doble de dobles para los hidrógenos H-23 y H-24 
que se esperaría observar en esa región.  
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Figura 25. Espectro de RMN 1 H (400 MHz, CDCl3) de acetato de β-sitosterilo (CIH-2Ac) 
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Figura 26. Espectro de RMN 13C (100 MHz, CDCl3) de acetato de β-sitosterilo (CIH-2Ac) 
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Estos resultados concuerdan plenamente con el reporte de Kojima et al.93, al ser esta mezcla de 
esteroles muy comúnmente hallada entre los metabolitos secundarios de las plantas. La misma ha 
sido caracterizada puesto que su separación por métodos cromatográficos tradicionales aún resulta 
difícil de lograr.93 La Tabla 14 muestra los datos espectroscópicos obtenidos junto con los 
reportados para β- sitosterol y estigmasterol. La proporción de estos últimos de acuerdo a la 
contribución de las señales es 90:10, ratificando a β-sitosterol como compuesto mayoritario. 
Además, al realizar la acetilación no se observaron señales adicionales en el espectro de RMN13C 
en la parte de carbonos de doble ligadura. 
Tabla 14. Datos espectroscópicos de β- sitosterol, estigmasterol y CIH-2 
 
β-sitosterol93 estigmasterol93 Resultados obtenidos 
(CIH-2) 
Posición 1H 
3 3.52 (m) 3.52 (m) 3.54 (m) 
6 5.35 (m) 5.35 (m) 5.38 (m) 
Me-18 0.68 (s) 0.69 (s) 0.70 (s) 
Me-19 1.01(s) 1.01 (s) 1.03(s) 
Me-21 0.92 (d, (J=6.5 Hz) 1.02 (d, (J=6.5 Hz) 0.95 (d, J=6.56 Hz) 
22 - 5.15 (dd, J=15.9Hz) - 
23 - 5.01 (dd, J=15.9Hz) - 
Me-26 0.83 (d, (J=6.5 Hz)) 0.84 (d, J=6.5 Hz) 0.86 (d, J=7.2 Hz) 
Me-27 0.81 (d, (J=6.5 Hz)) 0.79 (d, J=6.5 Hz) 0.84 (d, J=6.9 Hz) 
Me-29 0.84 (t, J=7.5 Hz)) 0.80 (t, J=7.5 Hz) 0.87 (t, J=7.2 Hz) 
Posición 13C 
3 71.8 71.8 71.62 
6 121.7 29.6 121.53 
18 11.9 12.0 11.66 
19 19.4 19.4 19.20 
21 18.8 21.2 18.83 
22 33.9 138.3 33.75 
23 26.0 129.2 25.88 
26 19.8 21.10 19.62 
27 19.0 19.0 18.58 
29 12.0 12.3 11.78 
 
84 
 
     5.1.2.6 Propiedades físicas y espectroscópicas de β-D-glucopiranósido de β-sitosterol 
(CIH-8)  
 
 
 
Figura 27. Estructura de β-D-glucopiranósido de β-sitosterol (CIH-8) 
 
β-D-glucopiranósido de β-sitosterol (estructura en la Figura 27): sólido blanco amorfo, soluble en 
DMSO, pf >280°C, C35H60O6, PMcalc. 576.44 g/mol. RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 0.66 
(s, 3H, Me-18), 0.80 (d, J=7.08 Hz, 3H, Me-27), 0.82 (d, J= 7.0 Hz, 3H, Me-26), 0.83 (t, J=6.66 
Hz, 3H, Me-29), 0.91 (d, J=5.88 Hz, 3H, Me-21), 0.96 (s, 3H, Me-19), 2.90 (m, 1H, H-2´), 3.02 
(m, 1H, H-5´), 3.05 (m, 1H, H-4´), 3.12 (m, 1H, H-3´), 3.39 (m, 1H, H-6´β), 3.47 (m, 1H, H-3), 
3.64 (m, 1H, H-6´α), 4.22 (d, J=7.68 Hz, 1H, H-1´), 4.44 (t, J=5.64Hz, 1H, OH-6´),  4.89 (m, 3H, 
OH-4´, OH-2´, OH-3´), 5.34 (sa, 1H, H-6). RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 12.15 (C18), 
12.26 (C29), 19.09 (C21), 19.41 (C27), 19.58 (C19), 20.19 (C26), 21.03 (C11), 23.08 (C28), 24.34 
(C15), 25.90 (C23), 28.27 (C16), 29.17 (C25), 29.74 (C2), 31.85 (C8 ), 31.89 (C7), 33.82 (C22), 
35.96 (C20), 36.69 (C10), 37.30 (C1), 37.43 (C12), 38.78 (C4), 42.33 (C13), 45.61 (C24), 50.07 
(C9), 55.90 (C14), 56.65 (C17), 61.56 (C6´), 70.57 (C4´), 73.93 (C2´),  77.23 (C3 y C3´), 77.37 
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(C5´), 101.25 (C1´), 121.68 (C6), 141.03 (C5). 
     5.1.2.6.1 Elucidación estructural de β-D-glucopiranósido de β-sitosterol (CIH-8) 
En el espectro de RMN 1H (Figura 28), se observaron las señales características para la aglicona 
del β-sitosterol: seis metilos, δ (ppm): 0.66 (Me-18), 0.80 (Me-27), 0.82 (Me-26), 0.83 (Me-29),  
0.91 (Me-21),  0.96 (Me-19); un multiplete de hidroximetino en 3.45 ppm y un singulete ancho 
en δ 5.34 ppm del hidrógeno olefínico H-6. Además se observaron señales de hidrógenos geminales 
a grupos hidroxilos en la región entre δ 2.87- 4.22 pm que indicaron que la presencia de un 
glucósido93 y las señales obtenidas del espectro de doble dimensión COSY( Figura 29), ayudaron 
a establecer las correlaciones entre los hidrógenos correspondientes a la glucosa 3´/4´ (δH 3.12/δH 
3.05), 1´/2´ (δH 4.22/δH 2.90), 2´/3´ (δH δ 3.12/δH 2.90), 4´/5´ (δH 3.05/δH 3.02), 5´/6´α (δH 3.02/δH 
3.64), 5´/6´β (δH 3.02/δH 3.39).  Adicionalmente, la presencia de la glucosa unida al β-sitosterol se 
corroboró por las señales presentes en el espectro de RMN 13C, δ: 61.56 (C6´), 70.57 (C4´), 73.93 
(C2´),77.23 (C3´), 77.37 (C5´) ver Figura 30. Utilizando el experimento HSQC (Figura 31) pudo 
relacionarse la señal a δ 4.22 que es un doblete (J=7.68 Hz) perteneciente al protón anomérico con 
su correspondiente carbono δ 101.25 (C1´), de igual forma se conectaron los protones con sus 
carbonos, tal y como lo reflejan los datos de la Tabla 16. El espectro HMBC mostró correlaciones 
entre las señales del protón anomérico H-1´y con el carbón C3 de la aglicona que valida la unión 
de la aglicona con la glucosa. Otra importante correlación HMBC se obtuvo entre protones del 
metilo 19 y C-5 (indicados en la Figura 32) confirmando la posición de la doble ligadura entre el 
carbono 5 y 6 de la aglicona. Los datos espectroscópicos obtenidos de los análisis fueron 
corroborados con lo reportado en la literatura95 (ver Tabla 15) indicando la presencia del β-D-
glucopiranósido de β-sitosterol. 
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Figura 28. Espectro de RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) de β-D-glucopiranósido de β-sitoterol (CIH-8) 
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Figura 29. Espectro COSY de β-D-glucopiranósido de β-sitosterol (CIH-8)  
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Figura 30. Espectro de RMN 13 C (100 MHz, DMSO-d6) de β-D-glucopiranósido de β-sitosterol (CIH-8) 
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Figura 31. Espectro HSQC de β-D-glucopiranósido de β-sitosterol (CIH-8)  
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Figura 32. Espectro HMBC de β-D-glucopiranósido de β-sitosterol (CIH-8) 
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Tabla 15. Comparación de datos espectroscópicos de CIH-8 con β-D-glucopiranósido de 
β-sitosterol aislado de Lannea kerstingii 
 Po
sic
ió
n RMN 1H 
(DMSO-d6, 400 MHz) 
RMN 13C 
(DMSO-d6, 125 MHz) 
RMN 13C 
(DMSO-d6, 100 MHz) 
δ (ppm) 
Reportados95 
δ (ppm) 
Obtenidos 
δ (ppm) 
Reportados95 
δ (ppm) 
Obtenidos 
1   38.75 37.30 
2   29.15 29.74 
3 3.37 3.46 77.42 77.23 
4   39.55 38.78 
5   140.90 141.03 
6 5.35 5.33 121.83 121.68 
7   31.84 31.89 
8   31.80 31.85 
9   50.01 50.07 
10   37.29 36.69 
11   21.06 21.07 
12   39.34 37.43 
13   42.32 42.33 
14   55.92 55.90 
15   24.33 24.34 
16   28.27 28.27 
17   56.69 56.65 
18 0.65 (3H,s) 0.66 (3H,s) 12.16 12.15 
19 0.96 (3H,s) 0.96 (3H,s) 19.10 19.58 
20   36.68 35.96 
21 0.90 (3H, d, 
J=7.2Hz) 
0.90 (3H, d, J=5.88 
Hz) 
- 19.09 
22   33.76 33.82 
23   25.86 25.90 
24   45.59 45.61 
25   31.84 29.17 
26 0.8 (3H, m) 0.81 (d, 3H, J=7.0 
Hz) 
20.20 20.19 
27 0.79 (3H, m) 0.80 (d, 3H,  J=7.1 
Hz) 
19.58 19.41 
28   23.05 23.08 
29 0.85 (3H, m) 0.82 (t, 3H, J=6.7 
Hz) 
12.28 12.26 
1´ 4.24 (m, 1H) 4.22 (d, 1H, J=7.7 
Hz) 
101.41 101.25 
2´   74.09 73.93 
3´   77.42 77.23 
4´   70.54 70.57 
5´   77.42 77.37 
6´   61.55 61.56 
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     5.1.2.7 Propiedades físicas y espectroscópicas de β-D-tetraacetil glucopiranósido de β-     
sitosterilo (CIH-8Ac) 
 
 
Figura 33. Estructura de β-D-tetraacetil glucopiranósido de β-sitosterilo (CIH-8Ac) 
 
β-D-tetraacetil glucopiranósido de β-sitosterilo (estructura mostrada en la Figura 33): cristales en 
forma de aguja,
 
soluble en CHCl3, pf 144-147°C, C43H68O10, PMcalc.744.48 g/mol. RMN 1H (400 
MHz, CDCl3) δ (ppm): 0.70 (s, 3H, Me-18), 0.83 (d, J=8.04 Hz, 3H, Me-26), 0.85 (d, J=7.88 Hz, 
3H, Me-27), 0.86 (t, J=7.7 Hz, 3H, Me-29), 0.94 (d, J=6.64 Hz, 3H, Me-21), 1.00 (s, 3H, Me-19), 
2.03 (s, 3H, CH3CO-2´), 2.04 (s, 3H, CH3CO-3´), 2.07 (s, 3H, CH3CO-4´), 2.10 (s, 3H, CH3CO-
6´), 3.5 (m, 1 H, H-3), 3.69 (da, J=7.72 Hz, 1H, H-5´), 4.13 (d, J=11.96 Hz, 1H, H-6´β),  4.26 (dd, 
J=12.16, 4.44 Hz, 1H, H-6´α), 4.61(d, J=7.96 Hz,1H,H-1´), 4.98 (t, J=8.74 Hz,1H, H-2´), 5.10(t, 
J=9.62 Hz, 1H, H-4´), 5.23 (t, J= 9.46 Hz, 1H, H-3´), 5.38 (m, 1H, H-6). RMN 13C (100 MHz, 
CDCl3) δ (ppm): 11.86 (C18), 11.99 (C29), 18.79 (C21), 19.04 (C26), 19.37 (C27), 19.83 (C19), 
20.63 (CH3CO-6´), 20.66 (CH3CO-2´), 20.74 (CH3CO-3´), 20.78 (CH3CO-4´), 21.05 (C11), 23.08 
(C28), 24.30 (C15), 26.06 (C23), 28.25 (C16), 29.15 (C25), 29.46 (C-2), 31.87 (C8), 31.95 (C7), 
33.95 (C22), 36.14 (C20), 36.73 (C10), 37.20 (C1), 38.93 (C4), 39.75 (C12), 42.33 (C13), 45.84 
(C24), 50.17 (C9), 56.06 (C17), 56.76 (C14), 62.12 (C6´), 68.55 (C4´), 71.50 (C2´), 71.70 (C5´), 
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72.93 (C3´), 80.10 (C3), 99.66 (C1´), 122.18 (C6), 140.37 (C5), 169.32 (CH3CO-4´), 169.42 
(CH3CO-2´), 170.38 (CH3CO-3´), 170.73 (CH3CO-6´). 
     5.1.2.7.1 Elucidación estructural de β-D-tetraacetil glucopiranósido de β-sitosterilo  
      (CIH-8Ac) 
El espectro de RMN 1H (Figura 34) mostró datos espectroscópicos similares al β-D-
glucopiranósido de β-sitosterilo, estos fueron: seis señales a campos altos correspondientes a seis 
metilos, en δ (ppm): 0.70 (Me-18), 0.83 (Me-26), 0.85 (Me-27), 0.86 (Me-29), 0.94 (Me-21), 1.00 
(Me-19) y un doblete ancho en δ 5.38 ppm correspondiente al protón olefínico H-6. De forma 
adicional se observaron cuatro singuletes de grupos acetilo del azúcar acetilada δ (ppm): 2.03 
(CH3CO-2´), 2.04 (CH3CO-3´), 2.07 (CH3CO-4´), 2.10 (CH3CO -6´), siete hidrógenos base de 
grupo éster δ: 3.70 (H-5´), 4.98 (H-2´), 5.10 (H-4´), 5.23 (H-3´), 4.13 (d, J=11.96 Hz, H-6´β) y 
4.26 (dd, J=12.16, 4.44 Hz, H-6´α), mientras que el protón anomérico (H-1´) resonó en 4.61 ppm 
con una J=7.96 Hz confirmando la orientación β de la glucosa por el acoplamiento axial-axial con 
el protón H-2´. Mediante el espectro COSY (Figura 35) se obtuvieron valiosas correlaciones entre 
los protones de la glucosa 3´/4´ (δH 5.23/δH 5.10), 1´/2´ (δH 4.61/δH 4.98), 4´/5´ (δH 5.10/δH 3.70), 
5´/6´α (δH 3.70/δH 4.26), 5´/6´β (δH 3.70/δH 4.13). Otras importantes correlaciones fueron 
confirmadas, esta vez con el experimento HMBC, donde quedó bien establecida la interacción H-
1´ con C-3, así como Me-19 con el C-5 (ambas señaladas en la Figura 37). Se confirma la 
acetilación de la glucosa con el espectro de RMN 13C (Figura 36), al observar las señales de los 
cuatro metilos unidos al grupo carbonilo del éster en δ (ppm): 20.63 (CH3CO-6´), 20.66 (CH3CO-
2´), 20.74(CH3CO-3´), 20.78 (CH3CO-4´), y los cuatro carbonilos de éster en δ (ppm): 169.32 
(CH3CO-4´), 169.42 (CH3CO-2´), 170.38 (CH3CO-3´) y 170.73 (CH3CO-6´). Los datos 
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espectroscópicos de este derivado coinciden con los datos previamente resportados por Peshin et 
al.96 (Tabla 16). 
 
Tabla 16. Comparación de datos espectroscópicos de CIH-8Ac con análogo reportado96 
 
 
Po
sic
ió
n RMN 
1H 
(CDCl3 , 300 MHz) 
RMN  1H 
(CDCl3 ,400 
MHz) 
RMN 13C 
(CDCl3, 
75 MHz) 
RMN 13C 
(CDCl3, 
100 MHz) 
δ (ppm), J (Hz) 
Reportados96  
δ (ppm), J (Hz) 
Obtenidos  
δ (ppm)  
Reportados 
δ (ppm) 
Obtenidos 
1´ 4.65 (d, J=8.0) 4.61 (d, J=7.96) 104.20 99.65 
2´ 4.98 (dd, J=8.0, 9.6) 4.98 (t, J=8.74) 71.59 71.50 
3´ 5.54 (t, J=9.6) 5.23 (t, J=9.46) 72.99 72.93 
4´ 5.35 (t, J=9.6) 5.10 (t, J=9.62) 68.66 68.55 
5´ 3.65 (ddd, J=2.5, 
4.8, 9.5) 
3.70 (da, J=7.72) 72.76 71.70 
6´α 4.34 (dd, J=4.8, 
12.30) 
4.26 (dd, J=4.44, 
12.16) 
 
62.4 
 
62.12 
6´β 4.09 (dd, J=2.5, 
12.30) 
4.13 (d, J=11.96) 
CH3CO-2´ 2.00 (s) 2.03 (s) 20.70 20.66 
CH3CO-3´ 2.1 (s) 2.04 (s) 21.0 20.74 
CH3CO-4´ 2.1 (s) 2.07 (s) 21.0 20.78 
CH3CO-6´ 2.2 (s) 2.10 (s) 20.63 20.63 
CH3CO-2´ - - 170.10 169.42 
CH3CO-3´ - - 170.20 170.38 
CH3CO-4´ - - 170.10 169.32 
CH3CO-6´ - - 170.20 170.73 
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Tabla 16.  Comparación de datos espectroscópicos de CIH-8Ac con análogo reportado96 
 
Po
sic
ió
n RMN 1H 
(CDCl3, 300 MHz) 
RMN 1H 
(CDCl3, 400 MHz 
RMN 13C 
(CDCl3, 75 MHz 
RMN 13C 
(CDCl3, 100 MHz) 
δ (ppm) 
Reportados96 J(Hz) 
δ (ppm) 
Obtenidos J(Hz) 
δ (ppm)  
Reportados 
δ (ppm) 
Obtenidos 
1 1.00 
1.40 
1.09 37.03 37.20 
2 1.28 
1.58 
1.27 29.46 29.46 
3 3.48 (dd, J=5.16, 10.95) 3.50 (m) 81.6 80.10 
4 2.21 
2.15 
2.21 39.0 38.93 
5 - - 140.5 140.37 
6 5.33 (d, J=5.3) 5.38 (m) 122.2 122.18 
7 1.60 
1.95 
1.62 31.10 31.95 
8 1.43 (m) 1.45 31.8 31.87 
9 0.88 (dd, J=3.03, 6.66) 1.04 50.26 50.17 
10 - - 37.0 36.73 
11 1.48 (m) 
1.38 (m) 
1.48 20.8 21.05 
12 2.03 (m) 
1.19 (m) 
1.98 39.98 39.75 
13 - - 42.6 42.33 
14 0.97 (m) 1.06 57.0 56.76 
15 1.24 (m) 
1.58 (m) 
1.24 24.4 24.30 
16 1.12(m) 
1.20 (m) 
1.17 28.44 28.25 
17 1.06 (m) 1.15 56.4 56.06 
18 0.86 (s) 0.70 (s) 11.9 11.86 
19 1.00 (s) 1.00 (s) 19.26 19.83 
20 1.36 (m) 1.35 36.42 36.14 
21 0.98 (d, J=6.5) 0.94 (d, J=6.64) 18.78 18.79 
22 1.54  
1.38  
1.55 34.00 33.95 
23 1.20  
0.72  
1.18 26.25 26.06 
24 0.96  1.11 46.0 45.84 
25 1.65  1.66 29.23 29.15 
26 0.80 (d, J=6.5) 0.83 (d, J=8.04) 19.09 19.04 
27 0.82 (d, J= 6.5) 0.85 (d, J=7.88) 20.80 19.37 
28 1.30 m 1.30 23.10 23.08 
29 0.86 (t, J=7.0) 0.86 (t, J=7.7) 12.20 11.99 
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Figura 34. Espectro RMN 1H (400 MHz, CDCl3) de β-D-tetraacetil glucopiranósido de β-sitosterilo (CIH-8Ac) 
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Figura 35. Espectro COSY de β-D-tetraacetil glucopiranósido de β-sitosterilo (CIH-8Ac)  
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Figura 36. Espectro de RMN 13C (100 MHz, CDCl3) de β-D-tetraacetil glucopiranósido de β-sitosterilo (CIH-8Ac) 
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Figura 37. Espectro HMBC de β-D-tetraacetil glucopiranósido de β-sitosterilo (CIH-8Ac) 
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     5.1.2.8 Propiedades físicas y espectroscópicas de CIH-5 
Sólido blanco, soluble en CHCl3, pf: 150-154°C, IR (cm-1): 3250, 2960, 2860, 1660, 1500, 1460, 
1000, 750, 600. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ (ppm): 0.74-1.25 (CH3), 1.5-2.41 (CH2, CH), 3.17-
4.08 (CH-OH), 4.56-5.48 (CH=CH). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ (ppm):  14.59-31.10 (CH3), 
32.37-40.76 (CH2, CH), 41.54-59.0 (-CH-), 77.22-79.05(C-O), 121.74-145.22(C=C). 
     5.1.2.8.1 Elucidación estructural de la muestra CIH-5 
El espectro IR de CIH-5 (Figura 38) mostró bandas a 3250 cm-1 indicando la presencia de grupos 
hidroxilo, y a 1660 cm-1 indicando la presencia de doble enlace. La gran complejidad de las señales 
observadas en los espectros de RMN 1H y 13C (Figuras 39 y 40), sugirieron una mezcla de terpenos. 
Ambos espectros, mostraron a campo alto un conglomerado de señales entre las que destacan por 
sus intensidades y multiplicidades aquellas correspondientes a metilos, así como metilenos y 
metinos (H 0.74-1.25; C 14-55), hidroximetinos (δH 3.0-4.0; C 79), y protones olefínicos (H 4.5-
5.5; C 121.74, 129.73 y 145.22). CIH-5 fue acetilada y luego caracterizada por CG-EM.  
 
Figura 38. Espectro de IR de CIH-5 
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Figura 39. Espectro de RMN 1 H (400 MHz, CDCl3) de CIH-5 
 
 
Figura 40. Espectro de RMN 13C (100 MHz, CDCl3) de CIH-5
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     5.1.2.8.1.1 Análisis de la muestra CIH-5Ac por CG-EM 
El cromatograma obtenido para el análisis de CIH-5Ac por CG-EM se muestra en la Figura 41. 
A su vez, en la Tabla 17 se indican las estructuras de compuestos acetilados que se identificaron 
(Figura 42). El compuesto más abundante fue el derivado acetilado de la α-amirina con un 34.98% 
de abundancia relativa. La α-amirina y el cicloursanol también fueron identificados en el extracto 
hexánico por CG-EM. Estos resultados confirman que las hojas de C.incisa son fuentes de 
triterpenoides, los cuales ya han sido identificados en otras especies dentro del género Cissus, tal 
y como lo demuestran los trabajos de Kuppuramalingam et al.97 y Chan et al.98 
 
 
 
 
Figura 41. Cromatograma de Gases de CIH-5Ac 
 
 
85.00 90.00 95.00 100.00 105.00 110.00 115.00 120.00 125.00
1000000
2000000
3000000
4000000
5000000
6000000
7000000
Time-->
Abundance
TIC: 18LA22.D
 84.53 105.75
112.05
117.95
118.25
119.19
119.32
120.70
121.63
122.39
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Tabla 17. Resultados de CG-EM de la muestra CIH-5Ac 
 
 
 
Figura 42.  Terpenoides identificados en CIH-5Ac 
Tiempo de 
retención 
(min) 
% de 
Abundancia Nombre del compuesto 
Peso 
molecular 
(g/mol) 
Fórmula 
molecular 
117.951 34.98 acetato de (3β)-urs-12-en-3-il 468 C32H52O2 
118.247 24.21 acetato de (3β)-Olean-18-en-3-il 468 C32H52O2 
119.186 18.40 No identificado -  
119.324 12.76 acetato de lupeol 468 C32H52O2 
120.703 2.73 acetato de 13,27-cicloursan-3β-il 468 C32H52O2 
121.636 5.44 acetato de (3β)-lanosta-8,24-dien-3-il 468 C32H52O2 
 Acetato de (3β)-urs-12-en-3-il  Acetato de 3-lupeol 
 
 
Acetato de (3β) -Olean-18-en-3- il  Acetato de 13,27-cicloursan-3β-il 
     Acetato de (3β)-lanosta-8,24-dien-3-il 
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     5.1.2.9 Propiedades físicas y espectroscópicas de α-amirina-3-O-glucopiranósido 
(CIH-11) 
 
 
Figura 43. Estructura de 3-O-β-D-glucopiranósido de α-amirina (CIH-11) 
 
3-O-β-D-glucopiranósido de α-amirina (estructura en Figura 43): sólido blanco amorfo, 
soluble en DMSO, C36H60O6, PMcalc. 588.44 g/mol. RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) δ 
(ppm): 0.66 (s, 3H, Me-25), 0.82 (s, 3H, Me-24), 0.82 (d, J=6.4 Hz, 6H, Me-29, 30), 0.91 
(m, 3H, Me-26), 0.96 (s, 3H, Me-27), 1.23 (s, 6H, Me-23, 28), 2.90 (m, 1H, H-2´), 3.05 
(m, 1H, H-4´), 3.10 (m, 1H, H-3´), 3.12 (m, 1H, H-5´), 3.42 (m, 1H, H-6´β), 3.45 (m, 1H, 
H-3), 3.64 (m, 1H, H-6´α), 4.22 (d, J=6.92 Hz, 1H, H-1´), 4.44 (s, 1H, OH-6´), 4.88 (sa, 
3H, OH- 2´, 3´, 4´), 5.33 (sa, 1H, H-12). RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 12.14 
(C25), 12.26 (C24), 19.09 (C26), 19.40 (C29), 19.58 (C27), 20.19 (C30), 21.08 (C6), 
23.07 (C28), 24.35 (C11),  25.88 (C16),  28.28 (C15), 29.16 (C23), 29.51 (C2), 29.74 
(C7), 31.85 (C21), 31.89 (C17), 33.81 (C10), 35.97 (C4), 36.68 (C1), 37.31 (C19), 38.77 
(C20), 42.33 (C8 y C22), 45.61 (C14), 50.07 (C9), 55.90 (C5), 56.65 (C18), 61.55 (C6´), 
70.54 (C4´), 73.93 (C2´), 77.23 (C3´y C5´), 77.38 (C3), 101.26 (C1´), 121.69 (C12), 
140.91 (C13). 
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     5.1.2.9.1 Elucidación estructural de 3-O-β-D-glucopiranósido de α-amirina 
(CIH-11) 
El compuesto con clave CIH-11 es el glucósido de la α-amirina, un triterpeno bien 
conocido y previamente caracterizado por otros investigadores.99 El espectro de RMN 1H 
de CIH-11 (Figura 44), presenta señales características a su aglicona. Se observó a campo 
alto un conglomerado de señales entre las que se destacan por su intensidad, las que 
integran para 24 protones pertenecientes a los 8 metilos, δ: 0.66 (Me-25), 0.82 (Me-24, 29 
y 30), 0.91 (Me-26), 0.96 (Me-27), 1.23 (Me-23 y 28). En la región δ 2.89-3.45 
encontramos multipletes que integran para cinco hidroximetinos δ: 2.90 (H-2´), 3.05 (H-
4´), 3.10 (H-3´), 3.12 (H-5´), 3.45 (H-3), así como otros multipletes correspondientes a 
dos hidroximetilenos δ: 3.42 (H-6´β), 3.65 (H-6´α). El protón anomérico (H-1´) de la β-
D-glucosa, se aprecia en δ 4.22 (d, J= 6.92 Hz), corroborando que la unión es β. A campos 
más bajos podemos encontrar las señales de los protones de los grupos hidroxilo de la 
glucosa δ: 4.44 (OH-6´), 4.88 (OH- 2´, 3´, 4´). En el espectro de COSY (Figura 45) se 
observaron las correlaciones de los hidrógenos de la glucosa: 3´/4´ (δH 3.10/δH 3.05), 1´/2´ 
(δH 4.22/δH 2.90), 4´/5´ (δH 3.05/δH 3.12), 5´/6´α (δH 3.12/δH 3.65), 5´/6´β (δH 3.12/ δH 
3.42). A través de los datos espectroscópicos de RMN de 13C (Figura 46) se confirma la 
presencia de la glucosa: δ (ppm) 61.54 (C6´), 70.54 (C4´), 73.93 (C2´), 77.23 (C3´y C5´), 
101.26 (C1´). El experimento HSQC (Figura 47) fue útil para relacionar los protones con 
sus correspondientes carbonos, pero de forma esencial para establecer cúales señales eran 
de –OH. Por su parte, en el espectro HMBC (Figura 48) se observaron correlaciones 
importantes entre H-1´ (δ 4.22) con C-3 (δ 77.38) (protón anomérico con el C-3 de la 
aglicona) indicando la unión del azúcar a la aglicona. Por último en δ 5.33 se observó un 
singulete ancho integrando para el protón de la doble ligadura entre el carbono C-12 y C-
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13 ( 121.69 y  140.91) de la aglicona. La ubicación de la doble ligadura en la aglicona 
se corroboró por la correlación que se observó en el espectro HMBC entre Me-27 y C-13. 
Los datos espectroscópicos obtenidos para este compuesto fueron comparados con los 
reportados por Kang et al.99, los resultados se muestran en la Tabla 18. 
 
Tabla 18. Comparación de datos espectroscópicos de CIH-11 con 3-O-β-D-
glucopiranósido de α-amirina aislado de Dryopteris wallichiana 
 
 
 
 
 
 
 
Po
sic
ió
n 
Referencia99 Datos Obtenidos 
RMN 1H 
(DMSO, 400 MHz) 
RMN 13C 
(DMSO, 100 
MHz) 
RMN 1H 
(DMSO, 400 MHz) 
RMN 13C 
(DMSO, 100 
MHz) 
1´ 4.21 (1H, d, J = 7.7 
Hz) 
101.3 4.22 (d, 1H, J= 6.92 
Hz) 
101.56 
2´  74.8 2.90 m 73.93 
3´  76.4 3.10 m 77.23 
4´  70.3 3.05 m 70.54 
5´  76.5 3.12 m 77.23 
6´ 
 
61.5 
3.65 (m, 1H, 6´α) 
61.55 
 
3.42 (m, 1H, 6´β) 
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Tabla 18. Comparación de datos espectroscópicos de CIH-11 con 3-O-β-D-
glucopiranósido de α-amirina aislado de Dryopteris wallichiana. (Continuación) 
Po
sic
ió
n 
Referencia99 Datos obtenidos 
RMN 1H 
(DMSO, 400 MHz) 
RMN 13C 
(DMSO, 100 
MHz) 
RMN 1H 
(DMSO, 400 MHz) 
RMN 13C 
(DMSO, 100 
MHz) 
1  38.8  36.68 
2  28.3  29.51 
3  77.5  77.38 
4  37.3  35.97 
5  55.9  55.90 
6  19.1  21.08 
7  31.9  29.74 
8  40.0  42.33 
9  45.6  50.17 
10  35.9  33.81 
11  24.3  24.35 
12 5.35 (sa, 1H) 121.7 5.33 (sa, 1H) 121.69 
13  140.9  140.91 
14  42.3  45.61 
15  28.3  28.28 
16  26.0  25.88 
17  33.8  31.89 
18  56.7  56.65 
19  39.6  37.31 
20  39.7  38.77 
21  31.9  31.85 
22  42.3  42.33 
23 0.78 (s, 3H) 28.3 1.23 (s, 3H) 29.16 
24 0.80 (s, 3H) 12.3 0.82 (s, 3H) 12.26 
25 0.82 (s, 3H) 12.1 0.66 (s, 3H) 12.14 
26 0.95 (s, 3H) 19.1 0.91 (s, 3H) 19.09 
27 0.80 (s, 3H) 20.2 0.96  (s, 3H) 19.58 
28 0.65 (s, 3H) 26.0 1.23 (s, 3H) 23.07 
29 0.89 (d, J =6.4 Hz, 
3H)  
19.4 0.82 (d, J =6.4 Hz, 
3H)  
19.40 
30 0.82 (3H, 
d, J =6.4 Hz) 
20.2 0.82 (3H, d, J =6.4 
Hz) 
20.19 
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Figura 44. Espectro RMN 1 H (400 MHz, DMSO-d6) de 3-O-β-D-glucopiranósido de α-amirina (CIH-11) 
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Figura 45. Espectro COSY de 3-O-β-D-glucopiranósido de α-amirina (CIH-11) 
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Figura 46. Espectro de RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6) de 3-O-β-D-glucopiranósido de α-amirina (CIH-11)
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Figura 47. Espectro HSQC de 3-O-β-D-glucopiranósido de α-amirina (CIH-11) 
  
 
Figura 48. Espectro HMBC de 3-O-β-D-glucopiranósido de α-amirina (CIH-11) 
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     5.1.2.10 Propiedades físicas y espectroscópicas de tetraacetil 3-O-β-D-
glucopiranósido de α-amirina (CIH-11Ac) 
 
Figura 49. Estructura de tetraacetil 3-O-β-D-glucopiranósido de α-amirina (CIH-11Ac) 
Tetraacetil 3-O-β-D-glucopiranósido de α-amirina (Figura 49): sólido cristalino, soluble 
en CHCl3, C44H68O10, PMcalc. 756.48 g/mol. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ (ppm): 0.61 (s, 
3H, Me-25), 0.74 (d, J=5.44Hz, 3H, Me-29), 0.76 (s, 3H, Me-24), 0.77 (s, 3H, Me-26), 
0.78 (s, 3H, Me23), 0.85 (d, J=5.12Hz, 3H, Me-30), 0.91 (s, 6H, Me-27, Me-28), 1.93 (s, 
3H, CH3CO-2´), 1.95 (s, 3H, CH3CO-3´), 1.98 (s, 3H, CH3CO-4´), 2.01 (s, 3H, CH3CO-
6´), 3.42 (m, 1H, H-3), 3.60 (m, 1H, H-5´), 4.04 (dd, J =9.78Hz, 1.96Hz, 1H, H-6´β), 4.19 
(dd, J=9.76Hz, 3.90Hz, 1H, H-6´α), 4.52 (d, J=6.36 Hz, 1H, H-1´), 4.89 (dd, J=7.72Hz, 
6.4Hz, 1H, H-2´), 5.01 (t, J=7.76Hz, 1H, H-4´), 5.13 (t, J=7.62Hz, 1H, H-3´), 5.29 (m, 
1H, H-12). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ (ppm): 11.86 (C25), 11.99 (C24), 18.79 (C26), 
19.04 (C29), 19.36 (C27), 19.82 (C30), 20.62 (CH3CO-2´), 20.65 (CH3CO-3´), 20.73 
(CH3CO-4´), 20.77 (CH3CO-6´), 21.06 (C6), 23.08 (C28), 24.30 (C11), 26.08 (C16), 
28.24 (C15), 29.17 (C23), 29.46 (C2), 29.72 (C7), 31.23 (C21), 31.88 (C17), 33.96 (C10), 
36.14 (C4), 36.73 (C1), 37.21(C19), 38.93 (C20), 39.75 (C8), 42.34 (C22), 45.85 (C14), 
50.18 (C9), 56.07 (C5), 56.77 (C18), 62.13 (C6´), 68.57 (C4´), 71.52 (C2´), 71.71 (C3´), 
72.94 (C5´), 80.09 (C3), 99.66 (C1´), 122.18 (C12), 140.38 (C13), 169.31 (CH3CO-4´), 
169.41 (CH3CO-2´), 170.37 (CH3CO-3´), 170.71 (CH3CO-6´). 
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     5.1.2.10.1 Elucidación estructural de tetraacetil 3-O-β-D-glucopiranósido de α-    
amirina (CIH-11Ac) 
El espectro de RMN 1H (Figura 50) de CIH-11Ac es similar al de su producto natural. A 
campo alto observamos el conglomerado de señales típicas para los ocho metilos. Las 
cuales integran para 24 protones, δ: 0.61 (Me-25), 0.74 (Me-29), 0.76 (Me-24), 0.77 (Me-
26), 0.78 (Me-27), 0.85 (Me-30), 0.91 (Me-28 y Me-23).  Como nuevas señales 
encontramos a campo alto los singuletes correspondientes a los grupos acetilo δ: 1.93 
(CH3CO-2´), 1.95 (CH3CO-3´), 1.98 (CH3CO-4´) y 2.01 (CH3CO-6´). Los hidrógenos de 
carbonos unidos a los grupos éster quedaron ubicados entre δ 3.38 y 5.13 ppm para los 
hidrógenos: H-3, 5´, 6´β, 6´α, 2´, 4´ y 3´, mientras que el protón anomérico H-1´ se ubicó 
en δ 4.52 (d, J=6.36 Hz), confirmando la orientación β de la glucosa por el acoplamiento 
axial-axial con el protón H-2´. En el espectro de COSY (Figura 51) se observaron las 
correlaciones de los hidrógenos de la glucosa: 3´/4´ (δH 5.13/δH 5.01), 1´/2´ (δH 4.52/δH 
4.89), 4´/5´ (δH 5.01/δH 3.60), 5´/6´α (δH 3.60/δH 4.19), 5´/6´β (δH 3.60/ δH 4.04). La 
acetilación del producto natural quedó confirmada con el espectro de RMN 13C (Figura 
52), al observar las señales de los cuatro metilos unidos al grupo carbonilo de los ésteres 
en δ: 20.62 (CH3CO-2´), 20.65 (CH3CO-3´), 20.73 (CH3CO-4´), 20.77 (CH3CO-6´), y de 
los cuatro carbonilos correspondientes en δ (ppm): 169.31 (CH3CO-4´), 169.41 (CH3CO-
2´), 170.37 (CH3CO-3´) y 170.71 (CH3CO-6´). El espectro de HSQC (Figura 53) mostró 
correlaciones entre los carbonos y los hidrógenos de la glucosa. En el espectro de HMBC, 
correspondiente a la Figura 54, se observó la correlación entre H-1´ y el C3, indicando la 
unión del azúcar a la aglicona, igualmente se observó la correlación entre el Me-27 y el 
C-13 confirmando la ubicación de la doble ligadura en la aglicona (ambas correlaciones 
se indican en el espectro). 
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Figura 50. Espectro RMN 1 H (400 MHz, CDCl3) de tetraacetil 3-O-β-D-glucopiranósido de α-amirina (CIH-11Ac) 
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Figura 51. Espectro COSY de tetraacetil 3-O-β-D-glucopiranósido de α-amirina (CIH-11Ac) 
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Figura 52. Espectro de RMN 13C (100 MHz, CDCl3) de tetraacetil 3-O-β-D-glucopiranósido de α-amirina (CIH-11Ac) 
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Figura 53. Espectro HSQC (expansión) de tetraacetil 3-O-β-D-glucopiranósido de α-amirina 
(CIH-11Ac) 
 
Figura 54. Espectro HMBC de tetraacetil 3-O-β-D-glucopiranósido de  α-amirina (CIH-11Ac)
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     5.1.2.11 Propiedades físicas y espectroscópicas de las ceramidas CIH-13 
 
 
Figura 55. Estructuras de los compuestos identificados en las ceramidas CIH-13 
 
Sólido amorfo de color amarillo-verdoso, soluble en DMSO, pf 139-141°C. HRMS-ESI 
(modo de ionización positiva) m/z: 790 [M+H]+, 753 [M]+, 723 [M]+, y 751 [M]+.  UPLC-
QToF-MS m/z: 789.5898 [M]+ (C51H99NO4, calc. 789.7574); 753.5657 [M]+ (C46H91NO6, 
calc. 753.6846); 723.6073 [M]+ (C45H89NO5, calc. 723.6741); 751.6426 [M]+ (C47H93NO5, 
calc. 751.7054, (estructuras mostradas en Figura 55). RMN 1H (400 MHz, CDCl3/MeOD 
80:20) δ (ppm): 0.88 (m, Me), 1.27 (sa, CH2), 1.42 (m, H-5), 1.58 (m, H-3´β), 1.69 (m, H-
10), 1.78 (m, H-3´α), 1.98 (m, H-7), 3.54 (m, H-3, H-4), 3.78 (m, H-1), 4.04 (m, H-2´, 
OH), 4.12 (m, H-2), 5.41 (m, H-8, H-9), 7.59 (d, J=6.32 Hz, NH). RMN 13C (100 MHz, 
CDCl3/MeOD 80:20) δ (ppm): 14.21 (Me), 22.96 (CH2), 25.49 (CH2), 26.12 (CH2), 26.14 
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(CH2), 26.18 (CH2), 26.19 (CH2), 26.21 (CH2), 29.53 (CH2), 29.65 (CH2), 29.83 (CH2), 
29.85 (CH2), 29.90 (CH2), 29.98 (CH2), 30.01 (CH2), 32.23 (CH2), 32.92 (C7, C5), 33.07 
(C10), 34.78 (C3´), 51.94 (C2), 61.35 (C1), 72.26 (C4), 72.62 (C2´), 75.71 (C3), 130.21 
(C9), 131.01 (C8), 176.22 (C1´). 
     5.1.2.11.1 Elucidación estructural de CIH-13 
Los espectros de RMN 1H (Figura 56) y RMN 13C (Figura 58) mostraron patrones de 
señales que sugerían la presencia de una ceramida. La ceramida constituye la columna 
vertebral hidrófoba de todos los esfingolípidos complejos, y estructuralmente consiste en 
una base de cadena larga (LCB, por sus siglas en inglés) unida en un enlace amida a un 
ácido graso con cadena de longitud variable. Dependiendo de la fuente, esta estructura 
básica de ceramida puede modificarse por diferencias en la longitud de las cadenas, 
ramificación de metilo, inserción de grupos hidroxilo adicionales y grado de insaturación. 
La mayoría de las LCB de plantas tienen dieciocho carbonos, aunque también se han 
reportado pequeñas cantidades de otras longitudes de cadena, mientras que  el ácido graso 
de cadena muy larga (VLCFA, por sus siglas en inglés ) también puede sufrir 
modificaciones, lo que conduce a una multiplicidad de isoformas de esfingolípidos en 
plantas.100 
En nuestro caso particular, se dedujo un grupo amida secundario al analizar los espectros 
de RMN 1H y RMN 13C por las siguientes señales: protón unido a nitrógeno a δH 7.59 (d, 
J=6.32 Hz), carbono unido a nitrógeno en δC 51.94 y carbono carbonílico en δC 176.22. 
En RMN 1H, la señal de metilos terminales a δ 0.88 y las fuertes señales a δ 1.27 propia 
de cadenas alifáticas también confirmaron la ceramida. Correlaciones importantes se 
obtuvieron del espectro COSY (Figura 57), la señal a δH 4.12 correspondiente a H-2, se 
correlacionó con las señales a δH 3.78 (H-1), y δH 3.54 (H-3). Los carbonos C1, C3, C4 y 
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C2´ fueron asignados a las señales en δC: 61.35, 75.74, 72.26 y 72.62, respectivamente, 
sobre la base del espectro HSQC (Figura 59), demostrando que estas posiciones estaban 
hidroxiladas.  
Al analizar CIH-13 por UPLC-QToF-MS se obtuvo el cromatograma que se muestra en 
la Figura 60, el cual reveló una sucesión de 4 picos abundantes a diferentes tR indicando 
la presencia de una mezcla de compuestos homólogos. Los porcentajes de abundancia 
según el cromatograma fueron: 21.33% (I, tR 1.61 min); 47.40 % (II, tR 4.20 min); 13.27 
% (III, tR 9.66 min); y 18.0 % (IV, tR 12.45 min); siendo el compuesto II el más 
abundante. De esta forma, los espectros HRMS-ESI (modo positivo) de cada uno de los 
picos mostraron iones moleculares a m/z 790 [M+H]+ (I), 753 [M]+(II), 723 [M]+ (III), y 
751 [M]+ (IV) (Figuras 61, 62, 63 y 64, espectros numéricos ver en Apéndices). 
La estructura completa de CIH-13 se estableció utilizando espectros de RMN 1D y 2D en 
combinación con los datos arrojados de HRMS-ESI. La evidencia de una LCB 1,3,4 
trihidroxilada se determinó sobre la base del patrón de fragmentación en los espectros 
HRMS-ESI. Con la ruptura α al carbonilo, típica en ceramidas, se obtiene el fragmento 
m/z 342 para las cuatro ceramidas, confirmándose la LCB de 18C trihidroxilada, tal y 
como lo refiere Michaelson et al.101 Otras fragmentaciones comunes en las ceramidas 
también son ilustradas en las Figuras 61 a la 64, como las pérdidas de los grupos 
hidroxilos. El largo de las cadenas de ácido graso α-hidroxilado fue determinado de la 
misma forma que Wang et al.102 donde reportaron los picos de los iones observados en los 
espectros HRMS-ESI. Para I no se pudo obtener el m/z de la VLCFA completa. Sin 
embargo, se pudieron observar algunos fragmentos que justificaron este ácido graso: m/z 
323 [C23H47]+, 153 [(C10H16O) +1]+, 167 [C10H17NO]+ correspondientes a rupturas α al 
doble enlace, α al carbonilo y al nitrógeno, respectivamente (Figura 61 y espectro 
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numérico en Apéndices). Se ha reportado que el doble enlace en la posición 9 es una de 
las variaciones en las VLCFA. Como se demuestra para la ceramida I, además de los picos 
de m/z anteriores, la obtención de su pico base (m/z 441), por ruptura alílica a la doble 
ligadura en la VLCFA (Figura 61). Para II y III, quedaron confirmados tanto el ácido 
graso como la LCB por la presencia de su ión más estable, el pico base (PB). En ambos 
casos formado por pérdidas de H2O (Figura 62 y 63 y espectros numéricos en Apéndices). 
Para IV, se comprobó por el m/z 406 que corresponde a [C28H54O]+ (Figura 64). De 
acuerdo a la literatura, las cadenas de ácido graso pueden presentar diversas 
modificaciones, siendo la α-hidroxilación (posición 2´) la más común.101 No obstante, hay 
reportes de ceramidas aisladas con hidroxilaciones en los carbonos 2´ y 3´, tal y como 
aparece en el trabajo de Hussain et al.103 Lo anterior coincide con II, y se sustenta con la 
señal adicional observada en δC 72.51, que sería el C3´ (sólo en este compuesto), 
exponiendo la existencia de cuatro metinos unidos a grupos hidroxilo. En RMN 1H, éste 
se ubica en δ 4.04, según el espectro HSQC. Otras modificaciones para el componente 
ácido graso de la ceramida serían la ausencia de hidroxilación, su longitud variable, y la 
insaturación en la posición ω-9.101 Los resultados obtenidos en nuestra investigación son 
ampliamente coincidentes con los estudios previos realizados a esfingolípidos, 
particularmente ceramidas, esto es referido a las modificaciones principales de la LCB en 
plantas: hidroxilación en C4 y la insaturación 8. Siendo esta última, ausente en 
mamíferos y hongos, pero muy común en plantas y levaduras. De igual forma se 
manifiestan congruencias para las variaciones en las cadenas de ácido graso anteriormente 
expuestas y las de la literatura.101,104 Por otra parte, se ha reportado que las configuraciones 
absolutas de C2, C3, C4 y C2´ en todos los esfingolípidos aislados de plantas son 2S, 3S, 
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4R y 2´R. Según la investigación de Sugiyam et al.105, un método eficaz para determinar 
la estereoquímica de los glucoesfingolípidos es una comparación con los datos 
espectroscópicos de aquellos que tienen configuraciones conocidas, sean productos 
sintéticos o naturales.105 En el caso de las ceramidas I-IV no fue posible asignar la 
configuración de los centros quirales en 2, 3, 4 y 2´porque los desplazamientos químicos 
de CIH-13 aunque son similares a los análogos sintéticos105 y naturales106 con 
configuración conocida (Tabla 19), CIH-13 es una mezcla y no es un compuesto puro. Por 
lo que es necesario realizar una metanólisis a CIH-13 y posterior medición de la rotación 
óptica de la LCB acetilada y del metil éster del ácido graso obtenidos. Esto con el objetivo 
de determinar las configuraciones en 2, 3, 4 y 2´por comparación con los datos ya 
reportados. 
Las señales en δC 131.0 (C8), C 130.21 (C9) y δH 5.41 demostraron la presencia de doble 
enlace. Se determinó que el mismo era trans debido a los desplazamientos químicos 
alílicos en δC 32.92 (C7) y C 33.07 (C10), siendo reportado en la literatura que los 
isómeros (E) aparecen alrededor de 32 ppm, mientras que los (Z) en 27-28 ppm.107 La 
ubicación del doble enlace fue en la posición 8 de la LCB atendiendo al origen 
biogenético101 y por los fragmentos m/z 153 y m/z 127 de las cuatro ceramidas en HRMS-
ESI (Figuras 61, 62 63 y 64); además de las correlaciones COSY observadas de los 
hidrógenos vinílicos H-8/H-9 ( 5.41), con H-7 ( 1.98). No obstante, sería recomendable 
realizar la derivatización de la doble ligadura con disulfuro de dimetilo con la obtención 
del derivado de dimetil disulfuro correspondiente, para confirmar la posición del doble 
enlace.109 
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Figura 56. Espectro RMN 1H (400 MHz, CDCl3/CD3OD 80:20) de CIH-13 
* Estructura general de las ceramidas caracterizadas en CIH-13 
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Figura 57. Espectro COSY de CIH-13 
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Figura 58. Espectro RMN 13C (100 MHz, CDCl3/CD3OD 80:20) de CIH-13 
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Figura 59. Espectro HSQC de CIH-13 
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La comparación de datos espectroscópicos con una ceramida previamente caracterizada, resultó 
útil para completar las asignaciones (Tabla 20). Es oportuno explicar que las integraciones 
mostradas en RMN 1H no son congruentes con la totalidad de protones, al ser CIH-13 una mezcla, 
no obstante, resultan útiles en la interpretación de los espectros. En base a las evidencias anteriores, 
CIH-13 se determinó como una mezcla de cuatro ceramidas: 2-(tritriacont-9-enoil amino)-1,3,4-
octadecanotriol-8-eno (I); 2-(2´,3´-dihidroxioctacosanoil amino)-1,3,4-octadecanotriol-8-eno (II); 
2-(2´-hidroxiheptacosanoil amino)-1,3,4-octadecanotriol-8-eno (III); 2-(2´-hidroxinonacosanoil 
amino)-1,3,4-octadecanotriol-8-eno (IV). Es el primer reporte en la literatura de las ceramidas I, 
II y IV; mientras que III ya ha sido caracterizada previamente en Citrus sinensis, siendo la primera 
vez que se reporta en Cissus. 
 
Figura 60. Cromatograma de UPLC-QToF-MS de CIH-13 
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Figura 61. Espectro HRMS-ESI de CIH-13-I (espectro numérico en Apéndices) 
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Figura 62. Espectro HRMS-ESI de CIH-13-II (espectro numérico en Apéndices) 
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Figura 63. Espectro HRMS-ESI de CIH-13-III (espectro numérico en Apéndices) 
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Figura 64. Espectro HRMS-ESI de CIH-13-IV (espectro numérico en Apéndices)
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Tabla 19. Datos espectroscópicos RMN 1H de ceramidas sintética y naturales 
 
 
Tabla 20. Comparación de datos espectroscópicos de CIH-13 con ceramida aislada de 
Cordia platythyrsa  
 *No determinado 
 
Posición CIH-13 Análogo sintético105 Ceramida natural106 
1 3.78 m 3.91 (dd, J=11.6, 2.8 Hz, H-
1α)  
3.75 (dd, J=11.6, 5.6 Hz, H-
1β) 
3.76 (dd, J=11.2, 4.6 Hz) 
3.78 (dd, J=11.2, 4.6 Hz) 
2 4.12 m 4.14 m 4.13 m 
3 3.54 m 3.54-3.67 m 3.55 m 
4 3.54 m 3.54-3.67 m 3.54 m 
2´ 4.04 m 4.04 (dd, J=6.3, 4.9 Hz) 4.04 (dd, J=7.8, 3.8 Hz) 
Me 0.88 m 0.88 (t, J=6.8 Hz) 0.88 (t, J=6.9 Hz) 
Po
sic
ió
n Referencia
106
 Datos obtenidos  
RMN 1H 
(CDCl3, 600 MHz) 
RMN 13C 
(CDCl3, 
150 MHz) 
RMN 1H 
(CDCl3/MeOD  
8:2, 400 MHz) 
RMN 13C 
(CDCl3/MeOD 
8:2,100 MHz) 
1 
3.76 (dd, J (Hz)=11.2, 4.6) 
60.2  3.78 m 61.35 
3.78 (dd, J (Hz)=11.2, 4.6) 
2 4.13 m 50.9 4.12 m 51.94 
3 3.55 m 74.5  3.54 m 75.71 
4 3.54 m 71.4  3.54 m 72.26 
5 1.61 m, 1.70 m 33.7  1.42 m 32.92 
7 2.03 m 31.8  1.98 m 32.92 
8 5.41 (t,  J (Hz)=3.4) 129.8  5.41 m 131.01 
9 5.41 (t,  J (Hz)=3.4) 129.3  5.41 m 130.21 
10 1.98 m 31.8  1.69 m 33.07 
CH2 1.26-1.31 sa 21.8-31.1  1.27 sa 22.96-32.23 
Me 0.88 (t, J (Hz)=6.9) 12.8  0.88 m 14.21 
1´ - 175.0  - 176.22 
2´ 4.04 (dd, J (Hz)=7.8, 3.8) 71.1  4.04 m 72.62 
3´ 
1.62 m 
33.8  
H-3´β-1.58 m  
34.78 
1.78 m H-3´α-1.78 m  
NH ND* - 
7.59 (d, J (Hz)= 
6.32)  
- 
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     5.1.2.12 Propiedades físicas y espectroscópicas de CIH-13Ac 
 
 
Figura 65. Estructuras de los compuestos en CIH-13Ac 
 
Sólido amorfo de color blanco-amarillento, soluble en CHCl3, pf 55-57°C. I: C57H105NO7 
(PMcalc. 915.79 g/mol); II: C56H101NO11 (PMcalc. 963.74 g/mol); III: C53H97NO9 (PMcalc. 
891.72 g/mol); IV: C55H101NO9 (PMcalc. 919.75 g/mol), (estructuras mostradas en Figura 
65). RMN 1H (400 MHz, CDCl3), δ (ppm): 0.90  (t, J=6.66 Hz, Me), 1.27 (sa, CH2), 1.65 
(m, H-5), 1.84 (m, H-3´),  1.99 (m, H-7, H-10), 2.05 (s, CH3CO-1), 2.08 (s, CH3CO-4), 
2.11 (s, CH3CO-3), 2.20 (s, CH3CO-2´), 4.03 (dd, J=11.64 Hz; 3.14 Hz, H-1 β), 4.36 (dd, 
J=11.72 Hz; 6.36 Hz, H-1α), 4.46 (m, H-2), 4.97 (m, H-4), 5.12 (m, H-3, H-2´), 5.36 (m, 
H-9), 5.42 (m, H-8), 6.65 (d, J=9.08 Hz, NH). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ (ppm): 
14.13 (Me), 20.70 (CH3CO-1), 20.77 (CH3CO-4), 20.88 (CH3CO-3), 21.03 (CH3CO-2´), 
22.71 (CH2), 24.91 (CH2), 25.53 (CH2), 28.57 (CH2), 29.25 (CH2), 29.34 (CH2), 29.38 
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(CH2), 29.45 (CH2), 29.57 (CH2), 29.60 (CH2), 29.62 (CH2), 29.63 (CH2), 29.68 (CH2), 
29.72 (CH2), 31.80 (CH2), 31.94 (C3´), 32.21 (C10), 32.61 (C7), 47.84 (C2), 62.41 (C1), 
72.25 (C-2´), 72.73 (C4), 74.03 (C3), 129.29 (C9), 131.19 (C8), 170.00 (C1´), 170.02 
(CH3CO-4), 170.05 (CH3CO-1), 170.95 (CH3CO-3), 171.31 (CH3CO-2´). 
      5.1.2.12.1 Elucidación estructural de CIH-13Ac 
Las ceramidas CIH-13 fueron acetiladas y como consecuencia se obtuvieron los 
correspondientes derivados acetilados, los cuales fueron analizados por RMN 1H y 13C. 
El espectro de RMN 1H (Figura 66) mostró los datos espectroscópicos que confirmaron la 
estructura principal de la ceramida natural: una señal a campo alto correspondiente a los 
metilos terminales en δ 0.90, a continuación, una señal ancha correspondiente a las 
cadenas alifáticas (δ 1.27), metino unido a nitrogéno (δ 4.46), por último, el protón de la 
amida secundaria en 6.65 ppm (J=9.04 Hz) respaldado por la señal de su carbonilo en C 
170 (C1´). En la región comprendida entre  4 y 5.12 ppm, encontramos a los hidrógenos 
base de los grupos ésteres (H-1α, H-1β, H-3, H-4, H-2´). El derivado acetilado presentó 
igualmente las señales propias de un doble enlace en δH 5.36 (H-9) y δH 5.42 (H-8), cuya 
integración no coincide con los protones del doble enlace, al ser CIH-13Ac una mezcla. 
No obstante, en RMN 13C (Figura 68) se observaron los carbonos de la doble ligadura en 
δ 129.29 (C9) y 131.18 (C8), que se comprueban igualmente en el DEPT 135 (Ver 
Apéndices) donde aparecen los metinos correspondientes. La doble ligadura se ubicó en 
la posición 8 de la LCB atendiendo a las consideraciones biogéneticas101 y sustentado por 
las correlaciones COSY (Figura 67) entre H-7/H-8 (δH 1.99/δH 5.42) y HMBC (Figura 70) 
entre H-7/C-9 (δH 1.99/129.29). El doble enlace se determinó que fuera trans, de acuerdo 
a los desplazamientos químicos de los carbonos adyacentes a C=C, al reportar la literatura 
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que los isómeros (E) aparecen alrededor de 32 ppm.107 El esqueleto de la ceramida fue 
asignado utilizando el experimento HSQC (Figura 69) al observar las correlaciones 
directas de protones con sus respectivos carbonos y por comparación con los datos 
espectroscópicos de un derivado similar obtenido por Lin et al.108 a partir de las raíces de 
Gynura japonica (Tabla 22). La presencia de una LCB 1,3,4-triacetilada se dedujo de los 
datos del espectro de COSY (Figura 67). De esta forma, la señal en δH 6.65 (NH), dió un 
pico cruzado con la señal en δH 4.46 (H-2) que, a su vez, mostró picos cruzados con 
protones de metileno (CH2-1) en δH 4.36 y δH 4.03 y con H-3 en δH 5.12. Este último se 
correlacionó con la señal a δH 4.97 perteneciente a H-4. La unión de la LCB al ácido graso 
se confirmó por la correlación HMBC entre H-1α y C1´ (δH 4.36 y C 170.00). Aunque la 
literatura reporta que la configuración absoluta de C2, C3, C4 y C2´ en los esfingolípidos 
naturales y derivados es (2S, 3S, 4R, 2´R)105, no fue posible establecerla en este caso por 
comparación, al ser CIH-13Ac una mezcla. La acetilación del producto natural quedó 
comprobada al observar cuatro singuletes de grupos acetilos en δH (ppm): 2.05 (CH3CO-
1), 2.08 (CH3CO-4), 2.11 (CH3CO-3), 2.20 (CH3CO-2´); con sus respectivos carbonos en 
δC (ppm): 20.70 (CH3CO-1), 20.77 (CH3CO-4), 20.88 (CH3CO-3), 21.03 (CH3CO-2´), y 
los carbonilos de los ésteres correspondientes en δC (ppm): 170.02 (CH3CO-4), 170.05 
(CH3CO-1), 170.95 (CH3CO-3), 171.31 (CH3CO-2´).  
Los datos espectroscópicos de CIH-13Ac se compararon con los de otro esfingolípido 
acetilado previamente descrito108, resultando ser muy similares (Tabla 21). Como se 
mencionó anteriormente, las integraciones mostradas en RMN 1H no son congruentes con 
la totalidad de protones, no obstante, son útiles en la interpretación de los espectros. Con 
base en la evidencia anterior, CIH-13Ac se identificó como una mezcla de cuatro 
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ceramidas acetiladas: 2-(tritriacont-9-enoil amino)-1,3,4- octadecanotriacetat-8-eno (I); 
2-(2´,3´-diacetoxioctacosanoil amino)-1,3,4-octadecanotriacetat-8-eno (II); 2-(2´-
acetoxiheptacosanoil amino)-1,3,4-octadecanotriacetat-8-eno (III); y 2-(2´-
acetoxinonacosanoil amino)-1,3,4-octadecanotriacetat-8-eno (IV). Es la primera 
caracterización de estos derivados de productos naturales pues no se tiene reportes de ellos 
en la literatura. 
 
Tabla 21. Comparación de datos espectroscópicos de CIH-13Ac con análogo acetilado 
RMN 1H (CDCl3 400 MHz). RMN 13C (CDCl3100 MHz).  
*NR: No reportado en el artículo de referencia           
  
Posi ción Referencia
108
 Datos obtenidos 
RMN 1H RMN 13C RMN 1H RMN 13C 
1 1α - 4.34 (dd, J (Hz)= 
6.4, 11.9) 
1β - 4.01 (dd, J (Hz)= 
3.0, 11.9) 
62.30 
1α- 4.36 (dd, J (Hz) 
=11.72, 6.36) 
1β- 4.03 (dd, J (Hz) 
=11.64, 3.14) 
62.41 
2 4.45 m 47.90 4.46 m 47.84 
3 5.10 m 74.00 5.12 m  74.03  
4 5.09  m 72.60  4.97 m 72.73 
7 1.95 m 32.60 1.99 m 32.61 
8 5.36 (dt, J (Hz)=  
5.4, 15.6) 
131.20 5.42 m 131.19 
9 5.39 (dt, J (Hz)= 
5.6, 15.6) 
129.30 
 
5.36 m 129.29 
10 1.95 m 32.20 1.99 m 32.21 
CH2 1.25 sa 29.2-29.7 1.27 sa  
Me 0.88 (t, J (Hz)=6.8) 14.10 0.90  (t, J (Hz)=6.66) 14.13 
NH 6.63 (d, J (Hz)=9.2) - 6.65 (d, J (Hz)=9.08) - 
1´ - NR* - 170.00 
2´ 4.95 (da, J (Hz)=6.4) 72.70 5.12 m 72.25 
3´ 1.80 m 31.90 1.84 m 31.94 
CH3CO-1 2.03 s 20.60  2.05 s 20.70 
CH3CO-3 2.09 s 20.80  2.11 s 20.88 
CH3CO-4 2.06 s 20.70  2.08 s 20.77 
CH3CO-2´ 2.18 s 21.00  2.20 s 21.03 
CH3CO-1 - 170.00  - 170.05 
CH3CO-3 - 170.90  - 170.95 
CH3CO-4 - 170.00 - 170.02 
CH3CO-2´ - 171.30 - 171.31 
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Figura 66. Espectro RMN 1H (400 MHz, CDCl3) de CIH-13Ac 
* Estructura general de las ceramidas caracterizadas en CIH-13Ac 
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Figura 67. Espectro COSY de CIH-13Ac 
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Figura 68. Espectro RMN 13C (100 MHz CDCl3) de CIH-13Ac 
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Figura 69. Espectro HSQC de CIH-13Ac 
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Figura 70. Espectro HMBC de CIH-13Ac 
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     5.1.2.13 Propiedades físicas y espectroscópicas de 2-(2´-hidroxidecanoil amino)-1,3,4-
hexadecanotriol-8-eno (CIH-15) 
 
 
Figura 71. Estructura de 2-(2´-hidroxidecanoil amino)-1,3,4-hexadecanotriol-8-eno (CIH-15) 
 
Sólido blanco amorfo, soluble en DMSO, pf 123-125°C, HRMS-ESI (modo de ionización positiva) 
m/z: 475 [M+H2O]+, 457.3250 [M]+ (C26H51NO5, calc. 457.3767), (estructura mostrada en Figura 
71).  RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ (ppm): 0.90 (t, J=6.66 Hz, 6H, Me), 1.28 (sa, CH2), 1.62 (m, 
CH2), 1.99 (m, 2H, H-10), 2.05 (m, 2H, H-7), 3.65 (m, 2H, H-3, H-4), 3.82 (m, 1H, H-1β), 3.97 
(m, 3H, H-2´, H-1α), 4.17 (m, 4H, H-2), 5.42 (m, 2H, H-8 y H-9), 7.02 (m, 1H, NH). RMN 13C 
(100 MHz, CDCl3) δ (ppm): 14.13 (Me), 22.70 (CH2), 24.18 (CH2), 24.96 (CH2), 29.37 (CH2), 
29.48 (CH2), 29.72 (CH2), 31.92 (C7), 31.94 (C10), 35.04 (C3´), 54.82 (C2), 64.78 (C1), 69.95 
(C2´), 71.63 (C4), 74.46 (C3), 129.10 (C9), 129.48 (C8), 176.71 (C1´).   
     5.1.2.13.1 Elucidación estructural de 2-(2´-hidroxidecanoil amino)-1,3,4-hexadecanotriol-   
8-eno (CIH-15) 
Al analizar los espectros de RMN 1H (Figura 72) y RMN 13C (Figura 73), de este compuesto 
pudimos observar patrones similares a CIH-13, indicando que ambos poseían el mismo esqueleto 
estructural. Como señales indicativas de las ceramidas encontramos un doblete en δH 7.02 
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correspondiente al protón de la amida que se encuentra respaldado por la señal de su carbonilo en 
δC 176.71; metilos terminales en δH 0.90 (t, J=6.66 Hz), protones de metilenos desde δH 1.28 a 2.05 
correspondientes a las cadenas alifáticas; un metino unido a nitrógeno (δH 4.17, δC 54.82); un 
metileno hidroxilado (δH 3.82 y δH 3.97, δC 64.78) y dos metinos hidroxilados (δH 3.65, δC 74.46 y 
δC 77.22). La ceramida CIH-15 fue analizada por CG-EM, obteniéndose el cromatograma que se 
muestra en la Figura 74. Se identificó como compuesto mayoritario el correspondiente al tR= 
105.92 min, que presentó 85% de abundancia, otros picos detectados no fueron caracterizados por 
su bajo porcentaje de abundancia (<15%). Es pertinente mencionar que el pico detectado a 88.30 
min corresponde al bis (2-etilhexil) ftalato, un plastificante considerado contaminante en nuestro 
análisis. Como resultado de la técnica empleada, se obtuvo el espectro de EM-IE (Figura 75) que 
muestra el m/z 405 correspondiente a la pérdida de tres hidroxilos, lo que comúnmente ocurre en 
las ceramidas. Se propuso una base esfingoide 1,3,4 trihidroxilada atendiendo a los reportes sobre 
ceramidas naturales mencionados anteriormente.101,104 La misma quedó confirmada en EM-IE por 
el ion a  m/z 287, correspondiente a la LCB C16H33NO3 (Figura 76). De igual forma el largo del 
ácido graso hidroxilado quedó justificado por los iones m/z 171 (C10H19O2) y m/z 187 (C10H20NO2) 
obtenidos en EM-IE. Otras rupturas comunes en las ceramidas como las pérdidas sucesivas de OH 
y la ruptura α al carbonilo son igualmente ilustradas en la Figura 76. Al analizar CIH-15 por 
HRMS-ESI en modo positivo se obtuvo el espectro de la Figura 77. El ion de m/z 475.3250 fue 
consistente con [M+H2O]+, determinando a CIH-15 como la ceramida C26H51NO5. Investigaciones 
previas han demostrado que tanto el desplazamiento químico, como la multiplicidad y las 
constantes de acoplamiento de H-1, H-2, H-3, H-4, H-2´ para los esfingolípidos proporcionan 
información para la determinación de la estereoquímica relativa.105 En este sentido, se compararon 
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los desplazamientos químicos de la ceramida en estudio con los datos ya reportados de ceramidas 
naturales106  y sintética105, encontrando similitudes entre ellos (Tabla 22). Sin embargo, no se pudo 
proponer la estereoquímica relativa de CIH-15 porque no se observó con claridad la multiplicidad 
y las contantes de acoplamiento en esas posiciones. Sería recomendable realizar una metanólisis, 
y medir la rotación óptica de la LCB acetilada y del metil éster del ácido graso obtenidos y 
compararlos con los datos previamente reportados, con lo cual se confirmarían las configuraciones 
propuestas en las investigaciones anteriormente citadas.  
Adicionalmente, el RMN 1H también reveló la presencia de protones olefínicos a δH 5.42 
atribuibles a un doble enlace, respaldado por dos carbonos etilénicos en δC 129.10 y δC 129.48. La 
posición del doble enlace se fijó en C8-C9 atendiendo al trabajo de Michaelson et al.101, al cual se 
ha hecho referencia anteriormente. La confirmación se encontró en el espectro EM-IE con los 
fragmentos m/z 161 (C7H15NO3) y 187 (C9H17NO3) resultantes de la ruptura de la LCB a ambos 
lados del doble enlace (Figura 77). No obstante, una derivatización con disulfuro de dimetilo sería 
recomendable para confirmar la posición del doble enlace. Se determinó que este enlace fuera 
trans, de acuerdo a los desplazamientos químicos de los carbonos alílicos: δC 31.94 (C7) y δC 31.92 
(C10).  
 Por comparación con un esfingolípido análogo se logró completar la elucidación del esqueleto 
estructural (Tabla 23). Con los datos y discusión anteriores, CIH-15 se caracterizó como 2-(2´-
hidroxidecanoil amino)-1,3,4-hexadecanotriol-8-eno. No se tienen evidencias en la literatura de 
esta ceramida, siendo nuestro estudio el primer reporte de su aislamiento y caracterización.
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Figura 72. Espectro RMN 1H (400 MHz, CDCl3) de 2-(2´-hidroxidecanoil amino)-1,3,4-hexadecanotriol-8-eno (CIH-15)
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Figura 73. Espectro RMN 13C (100 MHz, CDCl3) de 2-(2´-hidroxidecanoil amino)-1,3,4-hexadecanotriol-8-eno (CIH-15)
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Figura 74. Cromatograma de Gases de CIH-15
 
 
Figura 75. Espectro EM-IE de CIH-15 
 
 
Figura 76. Fragmentaciones más importantes de CIH-15  
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Figura 77. Espectro HRMS-ESI de CIH-15 
 
 
Tabla 22. Datos espectroscópicos de RMN 1H de ceramidas sintética y naturales 
 
Tabla 23. Comparación de datos espectroscópicos de CIH-15 con ceramida natural 
 *ND: No fue determinado en el artículo de referencia 
Posición CIH-15 Análogo sintético105 Ceramida natural106 
1 1β-3.82 m 
1α-3.97 m 
1β-3.75 (dd, J=11.6, 5.6 Hz) 
1α-3.91 (dd, J=11.6, 2.8 Hz)  
3.76 (dd, J=11.2, 4.6 Hz) 
3.78 (dd, J=11.2, 4.6 Hz) 
2 4.17 4.14 m 4.13 m 
3 3.65 m 3.54-3.67 m 3.55 m 
4 3.65 m 3.54-3.67 m 3.54 m 
Po
si 
ci
ón
 
 Datos obtenidos  
RMN 1H 
(CDCl3, 600 MHz) 
RMN 13C 
(CDCl3,150 MHz) 
RMN 1H 
(CDCl3, 400 MHz) 
RMN 13C 
(CDCl3,100 MHz) 
1 
3.76 (dd, J (Hz)=11.2, 4.6) 
60.2  
1β-3.82 m 
1α-3.97 m 64.78 3.78 (dd, J (Hz)=11.2, 4.6) 
2 4.13 m 50.9 4.17 m 54.82 
3 3.55 m 74.5  3.65 m 74.46 
4 3.54 m 71.4  3.65 m 71.63 
7 2.03 m 31.8  2.05 m 31.94 
8 5.41 (t,  J (Hz)=3.4) 129.8  5.42 m 129.48 
9 5.41 (t,  J (Hz)=3.4) 129.3  5.42 m 129.10 
10 1.98 m 31.8  1.99 m 31.92 
CH2 1.26-1.31 sa 
21.8, 24.2, 
25.5, 28.4-
28.9, 31.1  
1.28 sa  
           1.62 m 
22.70, 24.18, 
24.96, 29.37-
29.72 
Me 0.88 (t, J (Hz)=6.9) 12.8  0.90 (t, J (Hz)=6.7) 14.13 
1´ - 175.0  - 176.71 
2´ 4.04 (dd, J (Hz)=7.8, 3.8) 71.1  3.97 m 69.95 
NH ND* - 7.02 m - 
149 
 
     5.1.2.14 Propiedades físicas y espectroscópicas de 2-(2´-acetoxidecanoil amino)-
1,3,4-hexadecanotriacetat-8-eno (CIH-15Ac) 
 
 
 
Figura 78. Estructura de 2-(2´-acetoxidecanoil amino)-1,3,4-hexadecanotriacetat-8-eno 
(CIH-15Ac) 
 
El compuesto es una resina incolora, soluble en CHCl3, C34H59NO9, PMcalc. 625.42 g/mol, 
(estructura mostrada en la Figura 78). RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ (ppm): 0.88 (t, 
J=6.44 Hz, 6H, Me), 1.25 (sa, CH2), 1.67 (m, 4H, H-5, H-6), 1.82 (m, 2H, H-3´), 1.95 (m, 
2H, H-7), 2.03 (s, 3H, CH3CO-1), 2.06 (s, 3H, CH3CO-4), 2.09 (s, 3H, CH3CO-3), 2.18 
(s, 3H, CH3CO-2´), 4.01 (dd, J=11.72 Hz; 2.12 Hz, 1H, H-1 β), 4.36 (dd, J= 11.52 Hz, 
6.18 Hz, 1H, H-1 α), 4.45 (m, 1H, H-2), 4.95 (da, J=9.72 Hz, 1H, H-4), 5.10 (m, 2H, H-
2´ y H-3), 5.37 (m, 2H, H-8 y H-9), 6.60 (d, J= 9.04 Hz, 1H, NH). RMN 13C (100 MHz, 
CDCl3) δ (ppm): 14.13 (Me), 20.70 (CH3CO-1), 20.76 (CH3CO-4), 20.89 (CH3CO-3), 
21.04 (CH3CO-2´), 22.71 (CH2), 24.91 (CH2), 25.53 (CH2), 28.61 (C5), 29.25 (CH2), 
29.38 (CH2), 29.45 (CH2), 29.57 (CH2), 29.60 (CH2), 29.63 (CH2), 29.68 (CH2), 29.73 
(CH2), 31.80 (CH2), 31.94 (C3´), 32.21 (C10), 32.62 (C7), 47.86 (C2), 62.35 (C1), 72.30 
(C-2´), 74.02 (C3), 72.70 (C4),  129.29 (C9), 131.20 (C8), 170.04 (C1´), 170.90 (CH3CO-
4), 170.98 (CH3CO-1), 171.31 (CH3CO-2´, CH3CO-3).  
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     5.1.2.14.1 Elucidación estructural de 2-(2´-acetoxidecanoil amino)-1,3,4-
hexadecanotriacetat-8-eno (CIH-15Ac) 
Se llevó a cabo la acetilación de la ceramida CIH-15, obteniéndose el correspondiente 
derivado acetilado, el cual fue analizado por RMN 1D y 2D. En RMN 1H (Figura 79), se 
encontraron las señales indicativas de las ceramidas: una señal a campo alto 
correspondiente a los metilos terminales en δ 0.88, a continuación, una señal ancha 
correspondiente a las cadenas alifáticas largas (δ 1.25), un metino unido a nitrogéno (δ 
4.45), por último, el protón de la amida secundaria en 6.60 ppm (J=9.04 Hz) respaldado 
por la señal de su carbonilo en 170.04 (C1´) (Figura 81). Adicionalmente, en la región 
comprendida entre H 4 y 5.1 ppm, encontramos a los hidrógenos base de los grupos 
ésteres (H-1β, H-1α, H-2´, H-3, H-4). Al igual que en el producto natural, el derivado 
acetilado presentó señales propias de un doble enlace: δH 5.37 (H-8 y H-9); δ 129.29 (C9) 
y δ 131.20 (C8), sustentado por sus respectivas correlaciones en HSQC (Figura 82). El 
doble enlace se ubicó en la posición 8 de la LCB por consideraciones biogéneticas101 y 
está sustentado por la correlación COSY (Figura 80) entre los protones H-7/H-8 (δH 1.95/ 
(δH 5.37) y la correlación HMBC (Figura 83) entre H-7/C9 (δH 1.95/ δC 129.29). No 
obstante, se recomienda realizar una derivatización con disulfuro de metilo109 para 
comprobar esta posición. La geometría de este enlace se determinó que fuera trans, de 
acuerdo a los desplazamientos químicos de los carbonos adyacentes a C=C. Siendo 
reportado en la literatura que los isómeros (E) aparecen alrededor de 32 ppm, mientras 
que los (Z) en 27 ppm.107 El esqueleto de la ceramida fue asignado utilizando el 
experimento HSQC al observar las correlaciones directas de protones con sus respectivos 
carbonos (H-1/C1), (H-2/C2), (H-3/C3), (H-4/C4), y en la parte del ácido graso H-2´/C2´, 
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de esta forma quedaron comprobadas las asignaciones realizadas en el producto natural. 
La presencia de una LCB 1,3,4-triacetilada se dedujo de los datos del espectro de COSY 
(Figura 80). De esta forma, la señal en δH 6.60 (NH), dió un pico cruzado con la señal en 
δH 4.45 (H-2) que, a su vez, mostró picos cruzados con protones de metileno (H-1) en δH 
4.36 y δH 4.01 y con H-3 en δH 5.10. Este último se correlacionó con la señal a δH 4.95 
perteneciente a H-4. La unión de la LCB al ácido graso se confirmó por la correlación 
HMBC entre H-1α y C1´ (δH 4.36 y c 170.04) (Figura 83). 
Se ha reportado en la literatura que la configuración absoluta de C2, C3, C4 y C2´ en todos 
los esfingolípidos aislados de plantas naturales es 2S, 3S, 4R, 2´R. La configuración 
anterior no pudo proponerse para este derivado aunque los desplazamientos químicos 
resultaran similares a los de otro esfingolípido previamente descrito108, (Tabla 24) ya que 
no se pudo observar con claridad la multiplicidad y las constantes de acoplamiento de 
cada uno de los hidrógenos base de acetato. Los cuatro grupos hidroxilo del producto 
natural quedaron confirmados por la acetilación y por los espectros de 1H y 13C de su 
derivado tetraacetilado. Se observaron cuatro singuletes de grupos acetilos en δH (ppm): 
2.03 (CH3CO-1), 2.06 (CH3CO-4), 2.09 (CH3CO-3), 2.18 (CH3CO-2´), cuatro metilos 
unidos al grupo carbonilo del éster en δC (ppm): 20.70 (CH3CO-1), 20.76 (CH3CO-4), 
20.89 (CH3CO-3), 21.04 (CH3CO-2´), y cuatro carbonilos de éster en δC (ppm): 170.90 
(CH3CO-4), 170.98 (CH3CO-1), 171.31 (CH3CO-2´, CH3CO-3). Con base en la evidencia 
anterior, se demuestra que CIH-15Ac es el derivado acetilado de CIH-15, y se estableció 
como: 2-(2´-acetoxidecanoil amino)-1,3,4-hexadecanotriacetat-8-eno. Al igual que para 
su producto natural, no se tienen reportes en la literatura de este derivado, siendo este 
trabajo, su primera caracterización.
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Figura 79. Espectro RMN 1H (400 MHz, CDCl3) de 2-(2´-acetoxidecanoil amino)-1,3,4-hexadecanotriacetat-8-eno (CIH-
15Ac) 
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Figura 80. Espectro COSY de 2-(2´-acetoxidecanoil amino)-1,3,4-hexadecanotriacetat-8-eno (CIH-15Ac) 
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Figura 81. Espectro RMN 13C (100 MHz CDCl3) de 2-(2´-acetoxidecanoil amino)-1,3,4-hexadecanotriacetat-8-eno (CIH-
15Ac) 
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Figura 82. Espectro HSQC de 2-(2´-acetoxidecanoil amino)-1,3,4-hexadecanotriacetat-8-eno (CIH-15Ac) 
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Figura 83. Espectro HMBC de 2-(2´-acetoxidecanoil amino)-1,3,4-hexadecanotriacetat-8-eno (CIH-15Ac) 
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Tabla 24. Comparación de datos espectroscópicos de CIH-15Ac con análogo acetilado 
NR: No Reportado en el artículo de referencia 
 
 
Po
sic
ió
n Referencia
108
 Datos obtenidos 
RMN 1H 
(CDCl3 400 MHz) 
RMN 13C 
(CDCl3100 
MHz) 
RMN 1H 
(CDCl3 400 MHz) 
RMN 13C 
(CDCl3100    
MHz) 
1 1α -4.34 (dd, J (Hz)= 
6.4, 11.9) 
1β -4.01 (dd, J (Hz)= 
3.0, 11.9) 
62.30 
1α-4.36 (dd, J (Hz)= 
11.52; 6.18) 
1β-4.01 (dd, J (Hz)= 
11.72, 2.12) 
62.35 
2 4.45 m 47.90 4.45 m 47.86 
3 5.10 m 74.00 5.10 m  74.02  
4 5.09  m 72.60  4.95 (da, J (Hz)= 
9.72) 
72.70 
7 1.95 m 32.60 1.95 m 32.62 
8 5.36 (dt, J (Hz)=  
5.4, 15.6) 
131.20 5.37 m 131.20 
9 5.39 (dt, J (Hz)= 
5.6, 15.6) 
129.30 
 
5.37 m 129.29 
10 1.95 m 32.20 1.25 sa 32.21 
CH2 1.25 sa 29.2-29.7 1.25 sa 22.71, 24.91, 
25.53,  
29.25-31.80 
Me 0.88 (t, J (Hz)=6.8) 14.10 0.88 (t, J (Hz)=6.44) 14.13 
NH 6.63 (d, J (Hz)=9.2) - 6.60 (d, J (Hz)=9.04) - 
1´ - NR - 170.04 
2´ 4.95 (da, J (Hz)=6.4) 72.70 5.10 m 72.30 
3´ 1.80 m 31.90 1.82 m 31.94 
CH3CO-1 2.03 s 20.60  2.03 s 20.70 
CH3CO-3 2.09 s 20.80  2.09 s 20.89 
CH3CO-4 2.06  s 20.70  2.06 s 20.76 
CH3CO-2´ 2.18  s 21.00  2.18 s 21.04 
CH3CO-1 - 170.00  - 170.98 
CH3CO-3 - 170.90 - 171.31 
CH3CO-4 - 170.00 - 170.90 
CH3CO-2´ - 171.30 - 171.31 
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     5.1.2.15 Propiedades físicas y espectroscópicas de CIH-10 
 
Figura 84. Estructuras químicas de los compuestos identificados en CIH-10 
 
Sólido color pardo, soluble en piridina y DMSO, pf 190-192°C, IR (KBr) νmax cm−1: 
3260, 2980, 2875, 1625, 1540, 1490, 1400, 1100, 1080, 740. HRMS-ESI (modo de 
ionización positiva) m/z: 872 [M+H]+, 844 [M + H]+, 759 [M]+, 810 [M +H2O-H]+ y 883 
[M]+. UPLC-QToF-MS m/z: 871.7200 [M]+ (C50H97NO10, calc. 871.7112), 843.6866 [M]+ 
(C48H93NO10, calc. 843.6799), 759.6281 [M]+ (C42H81NO10, calc. 759.5860), 827.6047 
[M]+ (C47H89NO10, calc. 827.6486) y 883.6487 [M]+ (C51H97NO10, calc. 883.7112), 
(estructuras mostradas en Figura 84). RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm):  0.86 (t, 
J=6.62  Hz, Me), 1.24 (CH2), 1.48 (m, H-3´), (1.50m, H-5), 1.96 (m, H-7, H-10), 2.93 
(ddd, J=8.28 Hz, J=12.10 Hz, J=8.5 Hz, H-2´´), 3.33 (m, H-4), 3.09 (m, H-4´´, H-5´´, H-
3´´), 3.43 (m, H-6´´β, H-3),  3.66 (m, H-6´´α, H-1β), 3.83 (m, H-1α, H-2´), 4.10 (m, H-2),  
4.14 (d, J=7.84  Hz,  H-1´´), 4.36 (t, J=6.46  Hz, OH), 4.54 (t, J=5.5 Hz, OH), 4.79 (m, 
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OH),  4.96 (m, OH), 5.32 (m, H-8, H-9), 5.60 (d, J=5.12 Hz, OH), 7.55 (d, J=9.4 Hz, N-
H). RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6) δ(ppm): 14.41 (Me), 22.57 (CH2), 24.85 (CH2), 
24.90 (CH2), 26.10 (CH2), 27.14 (C7), 27.43 (C10), 29.08 (CH2), 29.17 (CH2), 29.20 
(CH2), 29.46 (CH2), 29.49 (CH2), 29.54 (CH2), 29.57 (CH2), 29.66 (CH2), 31.77 (CH2), 
32.52 (C5), 34.81 (C3´), 50.34 (C2), 61.51 (C6´´), 69.42 (C1), 70.46 (C4´´), 71.01 (C4), 
71.39 (C2´), 73.92 (C2´´),74.64 (C3), 76.97 (C5´´), 77.36 (C3´´), 103.96 (C1´´), 129.84 
(C9), 130.18 (C8), 174.25 (C1´). 
     5.1.2.15.1 Elucidación estructural de CIH-10  
En el espectro IR (Figura 85) se observaron fuertes bandas de absorción indicativas de 
grupos hidroxilo (3260 cm− 1 y 1080 cm− 1) y amida (3260 cm− 1 y 1625 cm− 1), sugiriendo 
que CIH-10 era un derivado de amida hidroxilado.  
 
Figura 85. Espectro IR de CIH-10
 
Lo anterior estuvo respaldado por los espectros de RMN de H1 y C13 (Figuras 86 y 88): la 
presencia de un protón unido a nitrógeno a δH 7.55 (d, J=9.4 Hz), carbono unido a 
nitrógeno a δC 50.34 y un carbonilo de amida a δC 174.25. El espectro 1H también mostró 
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la presencia de múltiples señales de protones entre δ 1.25–1.96 y una señal triplete de 
protones en δ 0.86 (J=6.62 Hz), lo que justificó la presencia de cadenas alifáticas. 
Adicionalmente se distingue un resto de azúcar en la estructura de CIH-10, por la señal de 
protón anomérico a δH 4.14, carbono anomérico a δC 103.96, y cinco carbonos oxigenados 
a δC: 77.36, 76.97, 73.92, 70.46 y 61.51. Los espectros de H1 y C13 también mostraron la 
presencia de protones olefínicos a δ 5.32 (H-8 y H-9) y de carbonos olefínicos a δ 130.18 
y  129.84, atribuibles a un doble enlace disustituido. Con la ayuda de los experimentos 
2D se pudo sugerir el esqueleto de CIH-10. Correlaciones 1H-1 H COSY (Figura 87) se 
establecieron entre los protones NH/H-2 (δH 7.55/δH 4.10), H-1/H-2 (δH 3.83/ δH 4.10), H-
2´/H-3´ (δH 3.83/ δH 1.50), así como entre H-8 y H-9 con H-7 y H-10 (δH 5.32/ δH 1.96). 
Utilizando el experimento HSQC (Figura 89) se conectaron los protones con sus carbonos, 
pudiéndose establecer el número de hidroxilos. Por su parte, el espectro HMBC (Figura 
90) evidenció la conexión entre el protón NH con el carbonilo C1´ (δH 7.55/δC 174.25). 
Los datos espectroscópicos obtenidos del esqueleto de CIH-10 concuerdan con los 
reportados por Lu et al.107 indicando que CIH-10 es un glucosilcerebrósido (Tabla 25). 
Los glucosilcerebrósidos son uno de los esfingolípidos complejos informados en las 
plantas superiores, componentes de la membrana plasmática y el tonoplasto de las células 
vegetales. También se encuentran en ciertos tejidos de mamíferos como la piel. Por su 
parte, los galactocerebrósidos prevalecen en el cerebro y el sistema nervioso central, y 
rara vez se detecta o informa en las plantas.104  
CIH-10 fue analizado por UPLC-QToF-MS, el cromatograma obtenido (Figura 92) 
mostró una serie de picos a diferentes tR indicando la presencia de una mezcla de 
compuestos homólogos. Los porcentajes de abundancia según el cromatograma fueron: 
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30% (I, tR 0.34 min); 8% (II, tR 0.78 min); 46% (III, tR 1.61 min); 10% (IV, tR 4.21 min); 
y 6% (V, tR 7.19 min); siendo el III el más abundante. De esta forma, los espectros HRMS-
ESI (modo de ionización positiva) mostraron los siguientes iones: m/z 872 [M+H]+ (I), 
844 [M+H]+ (II), 759 [M]+ (III), 810 [M+H2O-H]+ (IV), y 883 [M]+ (V), los cuales se 
muestran en las Figuras 93, 94, 95, 96 y 97 (espectros numéricos en Apéndices). Para 
determinar la estructura completa de CIH-10, se le realizó una metanólisis109, la cual 
proporcionó una mezcla de ésteres metílicos de ácidos grasos, una base de cadena larga 
trihidroxilada (LCB) y un metilglucopiranósido (Figura 96). La mezcla de ésteres de 
ácidos grasos fue analizada por CG-EM, identificándose cinco compuestos: 2-
hidroxioctadecanoato de metilo (tR 14.01 min), EM-IE m/z: 314 [M]+, 298, 281, 267, 255, 
207, 74 (PB), 55, 43, 32; 2-hidroxitricos-9-enoato de metilo (tR 15.178 min), EM-IE m/z: 
382 [M]+, 341 [M -(CH3)-(CH=CH)]+, 282 [341 –CH3OCO ]+, 57 (PB), 41, 32;  2-
hidroxitetracosanoato de metilo (tR 16.281 min), EM-IE m/z: 398 [M]+, 355 [M-(CH3)-
(CH2)2]+, 341 [355-(CH2)]+, 327 [341-(OH)]+, 283 [327- COO]+, 57 (PB), 43; 2-
hidroxihexacosanoato de metilo (tR 16.287 min), EM-IE m/z 426 [M]+, 268 [M– 
(CH3COO)-(CH3)-(CH2)6]+, 250 [M-OH]+, 82 (PB), 68, 55, 43; y 2-hidroxiheptacos-9-
enoato de metilo (tR 16.797 min),  EM-IE m/z: 438 [M]+, 355 [438-(CH3)-(CH2)3-
(CH=CH)]+, 341 [355-(CH2)]+, 326 [341-(CH3)]+, 281 [326-COOH]+, 82 (PB), 57, 43. La 
variabilidad en cuanto a las estructuras de los ácidos grasos obtenidos coinciden con lo 
expuesto en trabajos anteriores. Las principales modificaciones para las VLCFA en 
plantas son la α-hidroxilación (ó su ausencia), la longitud variable y la desaturación en la 
posición ω-9.101,104 La configuración de C-2´ no se pudo determinar aunque su 
desplazamiento químico (δ 72.23) fue muy similar al dato reportado de un esfingolípido 
sintético105 y otros esfingolípidos naturales.106,109,112 La medición de la rotación óptica de 
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la mezcla de ésteres de ácidos grasos hubiese sido recomendable para confirmar esta 
propuesta, lo cual no pudo realizarse por no obtener suficiente muestra de la reacción.  
En cuanto a la LCB obtenida por la metanólisis, la misma fue acetilada y posteriormente 
analizada por UPLC-QToF-MS. El cromatograma mostró un pico a tR 0.369 min cuyo 
espectro de masas reveló un m/z 442.2977 [M+1]+, y fragmentos característicos a m/z 302, 
178, 138, 96 que indicaron que la estructura de este derivado sería 1,3,4-triacetoxi-2-
aminooctadec-8-eno (Ver en Apéndices), comprobándose la LCB de 18 carbonos 1,3,4 
trihidroxilada propuesta. La longitud de la LCB, así como el número de hidroxilos también 
se confirmaron en los espectros de HRMS-ESI de CIH-10 por el ion m/z 341 (obtenido 
por la ruptura α al carbonilo y la pérdida de glucosa) (Figuras 93 a la 97). A partir de este 
fragmento, se obtienen los iones m/z 338 (PB para I, II, III) y luego los iones m/z 321 y 
303 por las pérdidas de los OH (ver esquemas de fragmentación en las Figuras 93, 94 y 
95). Para IV y V, se confirmaron tanto la LCB como la VCLFA por las pérdidas de la 
glucosa, obteniéndose respectivamente sus PB (Figuras 96 y 97). Otras fragmentaciones 
importantes para IV y V también son indicadas en dichas figuras.  
Por su parte, la posición del doble enlace en la LCB se determinó en base al origen 
biogenético, siendo la insaturación en el C8 la más abundante dentro de los esfingolípidos 
de las plantas.101  Lo anterior está respaldado por la presencia del ion m/z 153 en los 
espectros HRMS-ESI de I-V (Figuras 93 a la 97, espectros numéricos en Apéndices), y 
por la fuerte correlación COSY observada entre los protones H-7/H-10 (δH 1.96) con H-
8/H-9 (δH 5.32). De igual forma, las correlaciones HMBC entre H-7/H-10 con C8/C9, 
confirmaron esta posición en la LCB (Figura 90). Se determinó que el doble enlace era 
geometría Z por los desplazamientos químicos de los carbonos alílicos adyacentes al doble 
enlace en δC 27.14 (C7) y δC 27.43 (C10).110 Este hecho coincide totalmente con la 
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literatura ya que el doble enlace en  puede estar presente tanto en cis como en trans, y 
la proporción de estos isómeros varía según las especies, siendo exclusiva su presencia en 
el reino vegetal.101 De hecho, se han aislado y caracterizado cerebrósidos cis y trans 
provenientes de diferentes fuentes naturales.111 Adicionalmente, la derivatización de la 
doble ligadura, utilizando disulfuro de dimetilo podría recomendarse para confirmar la 
posición del doble enlace.109 
Se ha referido anteriormente que las configuraciones absolutas de C-2, C-3, C-4 en todos 
los esfingolípidos aislados de plantas naturales son (2S, 3S, 4R)107. En este sentido, se 
compararon los desplazamientos químicos de los protones H-2 (δ 5.25) y los de los 
carbonos C-1 (δ 72.23), C-2 (δ 51.50), C-3 (δ 71.21), C-4 (δ 72.18), C-1′ (δ 175.39) de los 
espectros de RMN 1H y 13C (piridina) de CIH-10 con los reportados para los cerebrósidos 
de Euphorbia sororia109, Serratula chinensis112, Cordia platythyrsa106, así como para una 
ceramida sintetizada105 (Tabla 26); existiendo concordancia entre ellos. Sin embargo, la 
falta de la medición de la rotación óptica de la LCB, incidió para no proponer las 
configuraciones anteriores, aunado al hecho de que CIH-10 es una mezcla de cerebrósidos. 
Como se mencionó anteriormente, el protón anomérico en δ 4.14 y los seis átomos de 
carbono oxigenados a δ: 103.96, 73.92, 77.36, 70.46, 76.97, 61.51 en 13C sugirieron la 
presencia de un glucopiranósido. Lo anterior quedó confirmado al analizar por HRMS-
ESI (modo negativo) a la glucosa metilada obtenida de la metanólisis de CIH-10. La 
presencia de m/z 194 [M]- plenamente justificó al metilglucopiranósido (ver en el 
Apéndice). Se confirma que el monosacárido es la glucosa por las constantes de 
acoplamiento J4-5 =8.64 Hz y J4-3 = 9.04 Hz, evidenciando el acoplamiento axial-axial para 
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H-4´´. La configuración β también se corroboró por J=7.84 Hz de H-1´´, consistente con 
el acoplamiento esperado axial-axial para el anómero β de la glucosa. 
El enlace de las tres partes de CIH-10 se comprobó mediante el experimento NOESY 
(Figura 91). En dicho espectro la señal del protón de la amida δH 7.55 se correlacionó con 
las señales de los protones H-2´ (δ 3.83) del ácido graso, así como con H-1β (δ 3.66) y H-
2 (δ 4.10) de la LCB. También se observó la correlación entre las señales de H-1α/1β (δ 
3.83/3.66) de la LCB y la señal de protón anomérico de la glucosa (H-1´´, δ 4.14). Cabe 
mencionarse el hecho de que al ser CIH-10 una mezcla, las integraciones mostradas en 
RMN 1H no concuerdan con la totalidad de protones, no obstante, resultan útiles en la 
interpretación de los espectros.  
Por todas las evidencias y discusión anteriores, CIH-10 se determinó como la mezcla de 
cinco cerébrosidos: 1-O-β-glucopiranosil-2-(2´-hidroxihexacosanoil amino)-1,3,4-
octadecanotriol-8-eno (I); 1-O-β-glucopiranosil-2-(2´-hidroxitetracosanoil amino)-1,3,4-
octadecanotriol-8-eno (II); 1-O-β-glucopiranosil-2-(2´-hidroxioctadecanoil amino)-1,3,4-
octadecanotriol-8-eno (III); 1-O-β-glucopiranosil-2-(2´-hidroxitricos-9-enoil amino)-
1,3,4-octadecanotriol-8-eno (IV); 1-O-β-glucopiranosil-2-(2´-hidroxiheptacos-9-enoil 
amino)-1,3,4-octadecanotriol-8-eno (V). Es la primera caracterización de IV y V en la 
literatura. Adicionalmente es el primer reporte de todos cerebrósidos (I-IV) en el género 
Cissus. 
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Figura 86. Espectro RMN 1 H (400 MHz, DMSO-d6) de CIH-10 
*Estructura general de cerebrósidos caracterizados en CIH-10 
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Figura 87. Espectro COSY de CIH-10 
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Figura 88. Espectro de RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6) de CIH-10 
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Figura 89. Espectro HSQC de CIH-10 
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Figura 90. Espectro HMBC de CIH-10
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Figura 91.  Espectro NOESY de CIH-10 
 
 
Figura 92. Cromatograma UPLC-QToF-MS de CIH-10
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Figura 93. Espectro HRMS-ESI de CIH-10-I (espectro numérico en Apéndices) 
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Figura 94. Espectro HRMS-ESI de CIH-10-II (espectro numérico en Apéndices) 
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Figura 95. Espectro HRMS-ESI de CIH-10-III (espectro numérico en Apéndices) 
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Figura 96. Espectro HRMS-ESI de CIH-10-IV (espectro numérico en Apéndices) 
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Figura 97. Espectro HRMS-ESI de CIH-10-V (espectro numérico en Apéndices) 
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Figura 98. Esquema general de la reacción de metanólisis 
 
Tabla 25. Comparación de datos espectroscópicos entre esqueleto de CIH-10 y el de una 
ceramida natural 
       *: La referencia es una ceramida 
 CIH-10 (DMSO-d6) Referencia107(DMSO-d6) 
Posición H1 C13 H1 C13 
1 1α- 3.83 m 
69.42  3.53 (d, J=5.4 Hz) 60.5* 
 1β-3.66 m 
2 4.10 m 50.34  3.90 m 51.4 
3 3.43 m 74.64  3.38 m 74.6 
4 3.33 m 71.01  3.35 m 71.0 
5 1.53 m 32.52 1.48 m 31.7 
7 1.96 m 27.14  1.92 m 32.0 
8 5.32 m 130.18  5.38 (dt, J(Hz)=5.0,15.0) 130.3 
9 5.32 m 129.84 5.34 (dt, J(Hz)=5.0,15.0) 129.7 
10 1.96 m 27.43  1.92 m 32.3 
N-H 7.55 (d, J=9.4 Hz) - 7.35 (d, J=9.0 Hz) - 
1´ - 174.25 - 173.5 
2´ 3.83 m 71.39 3.83 m 71.1 
3´ 
α-1.60 m 
β-1.48 m 34.81 1.48 m 34.5 
(CH2)n 1.24  
22.57-26.10; 
29.08- 31.77 
1.23  22.1-31.3 
Me 0.86 (t, J=6.62 Hz) 14.41 0.82 (t, J=6.6 Hz) 13.9 
3-OH 4.54 (t, J=5.5 Hz)  4.56 (1 H, t, J=5.5 Hz)  
4-OH 4.36 (t, J=6.46 Hz)  4.32 (1 H, d, J=5.7 Hz)  
2´-OH 5.60 (d, J=5.12 Hz)  5.51 (1 H, d, J=4.8 Hz)  
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Tabla 26. Datos espectroscópicos de 13C de CIH-10, esfingolípidos sintético y naturales 
 
 
 
 
      
     5.1.2.16 Propiedades físicas y espectroscópicas de CIH-10Ac 
 
Figura 99. Estructuras de los compuestos identificados en CIH-10Ac 
Resina amarilla, soluble en cloroformo, I: C64H111NO17 (PMcalc. 1165.79 g/mol), II: C62H107NO17 
(PMcalc. 1137.75 g/mol), III: C56H95NO17 (PMcalc. 1053.66 g/mol), IV:  C61H103NO17 (PMcalc. 
1121.72
 
g/mol), V: C65H111NO17 (PMcalc. 1177.79 g/mol), (estructuras mostradas en la Figura 99). 
RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ (ppm): 0.90 (t, J=6.62 Hz, Me) , 1.27 (sa, CH2), 1.62 (m, H-10), 
1.85 (m, H-3´, H-5), 1.97 (m, H-7), 2.01 (s, CH3CO-4) 2.04 (s, CH3CO-3), 2.06 (s, CH3CO-6´´, 
Posición CIH-10
 
 
Cerebrósido 
natural109 
Cerebrósido 
natural112 
Ceramida 
sintética105 
1 70.21 70.4 70.4 70.3 
2 51.50 51.8 51.7 51.6 
3 75.64 75.9 76.0 75.80 
4 72.18 72.4 72.5 72.60 
1´ 175.39 175.6 175.8 175.60 
2´ 72.23 72.5 72.5 72.60 
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4´´), 2.08 (s, CH3CO-3´´), 2.11 (s, CH3CO-2´´), 2.25 (s, CH3CO-2´), 3.71 (m, H-4´´, H-6´´β), 3.88 
(da, J=9.8 Hz, H-6´´α), 4.14 (da, J=11.12 Hz, H-1β), 4.27 (m, H-2, H-1α), 4.49 (d, J=8.0 Hz, H-
1´´), 4.91 (m, H-4, H-2´´), 5.15 (m, H-5´´, H-3, H-2´, H-3´´), 5.36 (m, H-8, H-9), 6.79 (d, J=8.76 
Hz, N-H). RMN C13 (100 MHz, CDCl3) δ(ppm): 14.13 (Me), 20.55 (CH3CO-6´´), 20.59 (CH3CO-
3´´), 20.68 (CH3CO-2´´), 20.72 (CH3CO-4´´), 20.94 (CH3CO-3),  21.01 (CH3CO-4), 21.03 
(CH3CO-2´), 22.70 (CH2), 24.90 (CH2), 24.92 (CH2), 25.75 (CH2), 26.88 (CH2), 27.29 (C10), 
27.85, 27.95 (C17), 29.26 (CH2) 29.29 (CH2), 29.37 (CH2), 29.49 (CH2), 29.56 (CH2), 29.62 (CH2), 
29.67 (CH2), 29.72 (CH2), 31.77 (CH2), 31.92 (C5), 31.93 (C3´), 48.27 (C2), 61.76 (C1), 66.69 
(C6´´), 68.12 (C5´´), 71.26 (C2´), 71.66 (C3´´), 71.91 (C4´´), 72.75 (C2´´), 73.19 (C4), 73.98 (C3), 
100.44 (C1´´), 128.77 (C9), 130.68 (C8), 169.31(C1´), 169.39 (CH3CO-3´´),  169.80 (CH3CO-2´´),  
169.98 (CH3CO-6´´),  170.23 (CH3CO-4´´),  170.31 (CH3CO-4),  170.64 (CH3CO-3),  171.11 
(CH3CO-2´).   
     5.1.2.16.1 Elucidación estructural de CIH-10Ac 
El derivado acetilado de CIH-10 fue analizado utilizando las técnicas de RMN 1D y 2D. Se 
pudieron establecer las principales señales de los cerebrósidos en el espectro RMN 1H: a campo 
alto (δ= 0.90) el triplete correspondiente a los metilos terminales, seguido de un singulete ancho 
(1.27 ppm) característicos de las cadenas alifáticas largas (Figura 100). A campos más bajos se 
pudo observar un multiplete en δ 5.36 para los protones H-8 y H-9 de la doble ligadura y un doblete 
en 6.79 ppm (J=8.76 Hz) correspondiente al protón de la amida. En la región comprendida entre 
3.71 ppm y 5.15 ppm en el espectro RMN 1H se observaron las señales de los protones base de los 
grupos ésteres (H-3, H-4, H-2´, H-2´´, H-3´´, H-4´´, H-6´´α, H- 6´´β), la del protón del metino H-
2 unido a nitrógeno (δ 4.27) y el doblete para el protón anomérico H-1´´ en 4.49 ppm (J=8.0 Hz). 
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Como señales indicativas de cerebrósido en RMN 13C pudimos encontrar las de los metilos 
terminales (δC 14.13), los carbonos de la glucosa (entre δC 66 y 73), el carbono anomérico (δC 
100.44), una doble ligadura en δ 128.77 (C9), δ 130.68 (C8), y el carbonilo de la amida (δ 169.31) 
(Figura 102). Como resultado de la acetilación aparecieron como nuevas señales en el espectro de 
RMN 1 H los singuletes correspondientes a los siete acetilos, en δ: 2.01 (CH3CO-4), 2.04 (CH3CO-
3´´), 2.06 (CH3CO-4´´,2´´), 2.08 (CH3CO-6´´), 2.11 (CH3CO-3), y 2.25 (CH3CO-2´). Estas señales 
son respaldadas por sus respectivos carbonos que se pudieron apreciar en el espectro de 13C, en δ: 
20.55 (CH3CO-6´´), 20.59 (CH3CO-3´´), 20.68 (CH3CO-2´´), 20.72 (CH3CO-4´´), 20.94 (CH3CO-
3), 21.01 (CH3CO-4), y 21.03 (CH3CO-2´). Finalmente, se observó entre δ 169.39 y 171.11 los 
carbonos de los carbonilos de los ésteres formados. Con estas señales quedó demostrada la 
presencia de los siete hidroxilos en el producto natural CIH-10. Para realizar las correspondientes 
asignaciones se tuvieron en cuenta los datos de los experimentos de doble dimensión COSY (Figura 
101), HSQC (Figura 103), HMBC (Figura 104), aquellas realizadas al producto natural, así como 
su origen biogenético. La presencia de una LCB de 18 carbonos 1,3,4-trihidroxi insaturada se 
dedujo del espectro 1H-1H COSY, donde la señal a δ 6.79 (N-H), correlacionó con la señal a δ 4.27 
(H-2) que, a su vez, mostró picos cruzados con protones de metileno (H-1) en δ 4.14 y δ 4.27 y (H-
3) a 5.15 ppm. Este último correlacionado con la señal en δ 4.90 (H-4). La posición del doble enlace 
en la LCB fue determinada por HRMS-ESI en el producto natural. En el espectro HMBC del 
derivado acetilado se obsevaron correlaciones entre los protones H-8 y H-9 con los carbonos C10 
y C7, respectivamente. La configuración cis del doble enlace se evidenció en el producto natural y 
también en su derivado acetilado por los desplazamientos químicos de los carbonos vecinos al 
doble enlace [δ 27.95 (C7), δ 27.29 (C10)]. La comparación de datos espectroscópicos con un 
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derivado esfingolípido similar, resultó útil para completar las asignaciones (Tabla 28). No obstante, 
podemos apreciar en RMN 1H la no coincidencia en las integraciones con la totalidad de protones 
lo cual se explica porque estamos frente a una mezcla de compuestos. Sugiyama et al.105 
informaron que el desplazamiento químico de H-2 en RMN 1H y los de C1, C2, C3, C4, C1´y C2´ 
en 13C para los esfingolípidos, podrían proporcionar información para la determinación de la 
estereoquímica absoluta. Al comparar los desplazamientos químicos de CIH-10Ac para H-2 en δ 
4.27, C-1 en δ 61.76, C-2 en δ 48.27, C-3 (δ 73.98), C-4 (δ 73.19), C-1´ (δ 169.31) y C-2´ en δ 
71.26, con los datos espectroscópicos de un esfingolípido análogo reportado, igualmente acetilado, 
observamos similitud entre ellos (ver Tabla 27). Sin embargo, no se pudo proponer configuración 
2S, 3S, 4R en la LCB y 2´ R en el ácido graso, basado en la ausencia de medición de la rotación 
óptica y al hecho de que CIH-10Ac fuera una mezcla acetilada de cerebrósidos. En CIH-10Ac la 
unión de las tres partes se comprobó mediante el experimento HMBC (Figura 104), en el cual C1´´ 
correlacionó con H-2 (δC 100.44/δH 4.27); C2 con N-H (δC 48.27/δH 6.79) y C1´ con N-H (δC 
169.31/δH 6.79). En base a la evidencia y discusión anteriores, CIH-10Ac se propuso como la 
mezcla de cinco cerebrósidos: 1-O-[2,3,4,6] tetraacetil-β-glucopiranósido de 2-(2´-acetil-
hexacosanoil amino)-1,3,4-octadecanotriacet-8-ilo (I); 1-O-[2,3,4,6] tetraacetil-β-glucopiranósido 
de 2-(2´-acetil-tetracosanoil amino)-1,3,4-octadecanotriacet-8-ilo (II); 1-O-[2,3,4,6] tetraacetil-β-
glucopiranósido de 2-(2´-acetil-octadecanoil amino)-1,3,4-octadecanotriacet-8-ilo (III); 1-O-
[2,3,4,6] tetraacetil-β-glucopiranósido de 2-(2´-acetil-tricos-9-enoil amino)-1,3,4-
octadecanotriacet-8-ilo (IV); y 1-O-[2,3,4,6] tetraacetil-β-glucopiranósido de 2-(2´-acetil-
heptacos-9-enoil amino)-1,3,4-octadecanotriacet-8-ilo (V). Hasta el momento, los derivados 
acetilados IV y V no se han reportado en la literatura.
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Figura 100. Espectro RMN 1H (400 MHz, CDCl3) de CIH-10Ac 
*Estructura general de cerebrósidos caracterizados en CIH-10Ac 
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Figura 101. Espectro COSY de CIH-10Ac 
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Figura 102. Espectro 13C (100 MHz, CDCl3) de CIH-10Ac  
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Figura 103. Espectro HSQC de CIH-10Ac  
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Figura 104. Espectro HMBC de CIH-10Ac  
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Tabla 27. Comparación de datos espectroscópicos de CIH-10Ac y derivado acetilado de 
esfingolípido natural 
  * La Referencia es una ceramida acetilada, NR: No Reportado en el artículo de referencia 
 
 
 
 
 
 CIH-10Ac Referencia108* 
Posición RMN
 1H 
(CDCl3 400 MHz) 
RMN13C 
(CDCl3 
100 MHz) 
RMN 1H 
(CDCl3 400 MHz)  
RMN 13C 
(CDCl3 
100 MHz) 
1 
α- 4.27 m 
β- 4.14 (da, J= 
11.12 Hz 
 
61.76 
1α- 4.34 (dd, J 
(Hz)= 3.0, 11.9) 
1β- 4.01 (dd, J 
(Hz)= 6.4, 11.9) 
 
62.3 
2 4.27 m 48.27 4.45 m 47.9 
3 5.15 m 73.98 5.10 m 74.0  
4 4.91 m 73.19 5.09 m 72.6   
5 1.81 m 31.92 1.80 m 31.8 
7 1.97 m 27.95  1.95 m 32.6  
8 5.36 m 130.68 
5.36 (dt, J 
(Hz)=5.4, 15.6) 
131.2  
9 5.36 m 128.77 
5.39 (dt, J 
(Hz)=5.6, 15.6) 
129.3 
 
10 1.62 m 27.29 1.95 m 32.2  
CH2 
 
1.27 sa 
22.70-
26.88; 
29.26-
31.92 
 
1.25 sa 
29.2~29.7 
Me 0.90 (t, J=6.62 Hz) 14.13 0.88 (t, J=6.8 Hz) 14.1 
1´ - 169.31 - NR* 
2´ 5.15 m 71.26 4.95 (d, J=6.4 Hz) 72.7  
3´ 1.85 m 31.95 1.80 m 31.9  
N-H 6.79 (d, J=8.76 Hz)          - 6.63 (d, J=9.2 Hz) - 
CH3CO-3 2.04  s 20.94  2.06  s 20.8 
CH3CO-4 2.01 s 21.01  2.03  s 21.0 
CH3CO-2´ 2.25  s 21.03  2.18  s 20.7 
CH3CO-3 - 170.64 - 170.9 
CH3CO-4 - 170.31 - 170.0 
CH3CO-2´ - 171.11 - 171.3  
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5.2 Ensayos biológicos 
5.2.1 Actividad antibacteriana y antimicobacteriana 
Se determinó la actividad antibacteriana a 16 muestras incluyendo: tres extractos 
(hexánico, cloroformo/metanol y acuoso), tres compuestos identificados en el extracto 
hexánico, y seis compuestos aislados y caracterizados del extracto cloroformo/metanol. 
La actividad antibacteriana de las 16 muestras se realizó frente a nueve cepas de aislados 
clínicos farmacorresistentes: seis bacterias Gram-negativas y tres Gram-positivas. De las 
cuales, cuatro están identificadas como  patógenos prioritarios según la alerta emitida por 
la OMS.22  
Los resultados de la actividad antibacteriana se muestran en la Tabla 28. Los extractos 
orgánicos fueron más activos que el extracto acuoso frente a las nueve cepas ensayadas 
teniendo valores de CMI entre 125-500 μg/mL, aunque el extracto hexánico no mostró 
actividad (CMI >500 µg/mL) contra S. aureus resistente a meticilina.  
El género Cissus ha sido explorado anteriormente para la actividad antibacteriana. Un 
extracto metanólico de las hojas de C. verticillata fue ensayado frente a cepas ATCC de 
S. aureus, P. aeruginosa, K.  pneumoniae y E. coli, mostrando  valores de CMI ≥ 300 
μg/mL  para todas las cepas ensayadas.113 Esto contrasta con nuestros resultados donde 
observamos actividad contra las bacterias resistentes, excepto S. aureus resistente a 
meticilina. Cabe destacar que nuestro estudio antibacteriano fue realizado utilizando 
aislados clínicos multifarmacorresistentes, los cuales tienen varios mecanismos de 
resistencia, adquiridos o heredados, que los hacen más difíciles de tratar, convirtiendo a 
los extractos de C. incisa fuente de potenciales agentes contra bacterias resistentes.
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Tabla 28. Actividad antibacteriana y antimicobacteriana de extractos y compuestos caracterizados de las hojas de C. incisa 
a: CIH-2=β-sitosterol, CIH-2Ace Acetato de estigmasta-5-en-3-β-ilo, CIH-7=tetracosanoato de 2,3-dihidroxipropilo, CIH-8=β-D-glucopiranósido de β-sitosterol 
     b: SARM=Staphylococcus aureus  resistente a meticilina, SERL=Staphylococcus epidermidis resistente a linezolid, EFRV=Enterococcus faecium resistente a vancomicina, 
ABRC =Acinetobacter baumannii  resistente a carbapenémicos, ECPB=Escherichia coli productora de BLEE, PARC=Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos, 
KPNDM-1+ =Klebsiella pneumoniae NDM-1+, KPPB=Klebsiella pneumoniae productora de BLEE, KPRO=Klebsiella pneumoniae resistente a oxacilinas, MT-H37Rv=M. 
tuberculosis cepa H37Rv, MT-G122=M. tuberculosis cepa G122 , ND=No determinado 
 
 
Extractos/ 
Compuestosa 
CMI (µg/mL) 
SARM SERL EFRV ABRC ECPB PARC KPNDM-1+ KPPB KPRO MT- H37Rv 
MT- 
G122 
Extracto hexánico >500 500 125 125 250 125 250 250 250 250 125 
Extracto 
CHCl3/MeOH 
500 500 125 125 250 125 250 250 250 250 250 
Extracto acuoso 500 500 500 250 500 500 250 250 500 >500 500 
fitol >200 200 100 100 200 200 200 200 200 ND ND 
α-amirina >200 200 200 100 200 200 >200 200 200 ND ND 
β-amirina >200 >200 >200 200 >200 200 >200 >200 >200 ND ND 
CIH-2 >200 200 200 200 >200 200 200 >200 200 ND ND 
CIH-2Ac  
>200 200 200 100 200 200 >200 200 200 ND ND 
CIH-7  
>200 200 200 200 >200 200 200 >200 200 ND ND 
CIH-8  >200 200 200 200 >200 200 >200 >200 200 ND ND 
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Tabla 28. Actividad antibacteriana y antimicobacteriana de extractos y compuestos caracterizados de las hojas de C. incisa. 
Continuación 
a: CIH-8Ac=β-D-tetraacetil glucopiranósido de β-sitosterilo, CIH-10=mezcla de cerebrósidos, CIH-10Ac=mezcla de cerebrósidos acetilados, CIH-11=α- amirina-3-O-
glucopiranósido, CIH-13=mezcla de ceramidas, CIH-13Ac=mezcla de ceramidas acetiladas 
b: SARM=Staphylococcus aureus  resistente a meticilina, SER=Staphylococcus epidermidis resistente a linezolid, EFRV=Enterococcus faecium resistente a vancomicina, 
ABRC= Acinetobacter baumannii  resistente a carbapenémicos, ECPB=Escherichia coli productora de BLEE, PARC=Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos, 
KPNDM-1+ =Klebsiella pneumoniae NDM-1+, KPPB=Klebsiella pneumoniae productora de BLEE, KPRO=Klebsiella pneumoniae resistente a oxacilinas, MT-H37Rv=M. 
tuberculosis cepa H37Rv, MT-G122=M. tuberculosis cepa G122 , ND=No determinado 
 
Extractos/ 
Compuestosa 
CMI (µg/mL) 
SARM 
 
SERL 
 
 
EFRV 
 
 
ABRC 
 
ECPB PARC KPNDM-1+ KPPB KPRO MT- H37Rv 
MT- 
G122 
CIH-8Ac  >200 >200 200 200 >200 200 >200 >200 200 ND ND 
CIH-10 >200 >200 >200 >200 >200 100 >200 >200 >200 ND ND 
CIH-10Ac >200 >200 >200 200 >200 200 200 200 200 ND ND 
CIH-11  >200 >200 >200 >200 >200 100 >200 >200 >200 ND ND 
CIH-13  >200 >200 200 50 >200 100 200 200 200 ND ND 
CIH-13Ac >200 >200 100 200 >200 200 >200 >200 200 ND ND 
Levofloxacina 12.5 6.25 12.5 12.5 25 0.78 >50 12.5 >50 ND ND 
Isoniacida ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0.195 >50 
Rifampicina ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0.195 >50 
Etambutol ND ND ND ND ND ND ND ND ND 3.12 50 
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Las bacterias más sensibles a la acción de los extractos orgánicos fueron: A. baumannii 
resistente a carbapenémicos, P. aeruginosa resistente a carbapenémicos y E. faecium 
resistente a vancomicina, todas con valores de CMI de 125 µg/mL, seguida de E. coli 
productora de BLEE (CMI=250 µg/mL). Con base a estos datos, se puede observar que 
los extractos orgánicos tienen mejor actividad frente a las bacterias Gram-negativas que 
para las Gram-positivas. Estos resultados son comparables con los obtenidos por Shoibe 
et al.114, quienes prepararon un extracto etanólico de hojas de C. adnata, le determinaron 
su actividad antibacteriana frente a bacterias ATCC P. aeruginosa, S. aureus y E. coli 
obteniendo mejor actividad para las Gram-negativas que para las Gram-positivas, con un 
rango de concentraciones entre 800-1000 µg/mL.  Es importante señalar que en nuestro 
estudio se obtuvo mejor actividad antibacteriana (CMI 125-250 µg/mL) frente a las 
mismas bacterias; pero que en nuestro caso proceden de aislados clínicos 
farmacorresistentes, los cuales han desarrollado mecanismos de resistencia contra al 
menos un antibiótico de importancia clínica.  
La actividad antimicobacteriana solamente fue evaluada a nivel de extractos (Tabla 28). 
Los mejores resultados se obtuvieron para los extractos cloroformo/metanol y hexánico. 
Al igual que en la actividad antibacteriana, el extracto acuoso fue el menos activo. El 
hecho de que los extractos cloroformo/metanol y hexánico hayan sido activos sobre la 
cepa resistente G122, es satisfactorio y se une a los esfuerzos de otros investigadores que 
han descrito los efectos de extractos y compuestos puros sobre M. tuberculosis 
multifarmacorresistente. Por lo que consideramos atractiva la exploraración futura de C. 
incisa sobre cepas TB-MFR para evaluar su potencial antituberculoso. Teniendo en cuenta 
la necesidad a nivel mundial de encontrar compuestos que acorten o coadyuven en el 
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tratamiento de la TB-MFR y TB-XFR, o bien con mecanismo de acción diferente a los 
existentes.115  
La gama relativamente amplia de propiedades antibacterianas de los extractos puede 
explicarse por la presencia de diferentes tipos de metabolitos secundarios potencialmente 
activos detectados en ellos. El efecto antibacteriano de dichos extractos puede deberse a 
un efecto individual o combinado de los grupos de fitoconstituyentes identificados en 
ellos.114 
Entre los compuestos evaluados, el más activo fue CIH-13 frente a A. baumannii resistente 
a carbapenémicos, con una CMI de 50 μg/mL (Tabla 28). Dicho valor no supera la CMI 
del estándar levofloxacina (12.5 μg/mL) pero este resultado se considera muy interesante 
ya que este patógeno se ha convertido en unos de los más peligrosos debido a su increíble 
capacidad para adquirir resistencia a los antimicrobianos. Varias cepas de A. 
baumannii son altamente resistentes a la mayoría de los antibióticos disponibles 
clínicamente.116 
Las ceramidas y sus derivados esfingolípidos relacionados son lípidos bioactivos con una 
amplia gama de estructuras. Esto permite que estas moléculas participen en actividades 
tan diversas como la integridad estructural de las membranas y en la formación de 
dominios de membrana; como metabolitos que median procesos celulares como la muerte 
celular programada y la transducción de señales, así como en la respuesta de las plantas a 
la hipoxia y al ataque de patógenos. Algunos estudios sugieren que constituyen hasta el 
10% de los lípidos de las plantas.101  Se tienen reportes de estudios biológicos realizados 
a ceramidas de origen natural, específicamente para la actividad citotóxica en células de 
cáncer de pulmón, próstata, entre otros.117,118 En relación a la actividad antibacteriana, el 
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número de investigaciones  hasta el momento, es menor. Aún en la actualidad se están 
descubriendo nuevas estructuras lipídicas de plantas y ensayando su potencial terapéutico. 
Otros compuestos como, α-amirina, fitol, y acetato de β-sitosterol, exhibieron moderada 
actividad antibacteriana (CMI 100 µg/mL) contra A. baumannii resistente a 
carbapenémicos. Adicionalmente, el fitol presentó actividad moderada con CMI de 100 
µg/mL contra E. faecium resistente a vancomicina. Por otro lado, los compuestos CIH-10, 
α- amirina-3-O-glucopiranósido, y CIH-13 también mostraron moderada actividad (CMI 
100 µg/mL) contra P. aeruginosa resistente a carbapenémicos. Se ha informado 
previamente la actividad antimicrobiana de terpenos pentacíclicos (α y β-amirinas, 
betulina, ácidos betulínico y oleanólico) por Vázquez et al.119 Quienes reportaron un rango 
de CMI de 64-1088 μg/mL frente a cepas de S. aureus sensibles y resistentes a la 
meticilina, cepas ATCC de K. pneumoniae, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa, S. typhi, S. 
epidermidis, S. pneumoniae, C. albicans y Shigella flexneri. 
De igual manera se describe débil actividad antibacteriana para α-amirina (CMI 1024 
μg/mL), entre otros triterpenos, en el trabajo de Abreu et al.120. En dicho estudio este 
compuesto fue evaluado frente a cepas ATCC de S. aureus, Bacillus cereus, Listeria 
monocytogenes, E. coli, Salmonella typhimurium, y Citrobacter freundi. Por su parte, al 
fitol, ampliamente distribuido como componente de la clorofila, también le han sido 
determinadas sus propiedades antibacterianas frente a diferentes cepas patógenas, un 
ejemplo muy ilustrativo es la CMI de 20 μg/mL alcanzada frente a P. aeruginosa ATCC 
en el trabajo de Lee et al.121 
Según se aprecia en la referida Tabla 28, de manera general los derivados acetilados no 
superaron en su acción antibacteriana a sus productos naturales. Para el esterol y su 
glucósido, este resultado concuerda con el obtenido por Abreu et al.120 quienes  
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concluyeron en su estudio que el grupo hidroxilo libre en la posición 3 pudiera estar 
relacionado con la actividad bactericida de los compuestos ensayados, en su caso, 
triterpenos. Los resultados de la baja actividad antibacteriana de los derivados acetilados 
de ceramidas y cerebrósidos están acorde a los reportados por Möuts et al.122 En su estudio 
estos investigadores refieren la importancia de los grupos funcionales C (1) -OH y C (3) 
-OH de la base de cadena larga de ceramida para la interacción interlipídica y la 
segregación lateral en dominios ricos en ceramida, siendo éste uno de los mecanismos por 
los que las ceramidas modifican la permeabilidad de las membranas. No obstante, la 
obtención de derivados semisintéticos es una estrategia utilizada para mejorar múltiples 
características de los antibióticos naturales. Estos incluyen: mejorar la potencia y el 
espectro, particularmente la actividad contra organismos resistentes; mejorar las 
características fisicoquímicas similares a las del fármaco comercial tales como la 
solubilidad, la farmacocinética, la unión a proteínas y la biodisponibilidad oral; así como 
la  toxicidad y otros efectos no deseados.123 
Por otro lado, los monoglicéridos, y los acilgliceroles o glicéridos son ésteres de ácidos 
grasos con glicerol. Son muy abundantes en el tejido adiposo animal, en las semillas y 
frutos de las plantas oleaginosas, los cuales pueden presentarse como mono, di o 
triglicéridos, no se ha reportado hasta el momento alguna actividad biológica de estos 
compuestos.124 
Tal y como se ha expuesto a lo largo de nuestro trabajo, es la primera vez que se realizan 
ensayos biológicos a C. incisa, por lo que estos pueden considerarse un “screening” de 
sus efectos potenciales. Aunque los resultados anteriormente discutidos para la actividad 
antimicrobiana son aceptables, en ningún caso (extracto ó compuesto aislado) se logra 
superar al valor de CMI de los controles positivos empleados. 
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En relación con las cepas ensayadas, obtuvimos que la más sensible a la acción de los 
compuestos estudiados, fue A. baumannii resistente a carbapenémicos (CMI 50-200 
µg/mL), mientras que la más resistente fue S. aureus resistente a meticilina (CMI >200 
µg/mL), coincidiendo estos resultados con los obtenidos para los extractos. Como se 
puede observar, la mejor actividad se presentó frente a las especies Gram-negativas. A 
diferencia de las Gram-positivas, que presentan una pared celular compuesta por una 
gruesa capa de peptidoglucano, la pared celular de las Gram-negativas está formada por 
una fina capa de peptidoglicano, rodeada a su vez por la membrana externa que en su 
constitución mayoritaria presenta lipopolisacáridos, con su parte heteropolisacárida 
(hidrofílica) orientada hacia el exterior, además de porinas que constituyen canales para 
el transporte de nutrientes y otras moléculas.125 Es posible que la estructura de los 
compuestos ensayados les permitió interactuar con los lipopolisacáridos ó bien, utilizar la 
porinas para atravesar estas barreras, lo cual se convierte en algo muy valioso, pues si bien 
la actividad antibacteriana de nuestros compuestos no es la mejor, el hecho de que puedan 
cruzar la membrana externa, los convierte en buenos candidatos para ser combinados con 
antibacterianos comerciales que actualmente no puedan ser utilizados para tratar 
infecciones producidas por Gram-negativas debido al impedimento que constituye la 
envoltura celular de estas bacterias. En este sentido, los productos naturales y aquellos 
optimizados por síntesis, se convertirán en la próxima generación de agentes 
antibacterianos.123 
5.2.2 Actividad citotóxica e índice de selectividad 
     5.2.2.1 Actividad citotóxica e índice de selectividad de extractos 
Se determinó la actividad citotóxica de los tres extractos obtenidos: hexánico, 
cloroformo/metanol y acuoso, frente a seis líneas de células de cáncer: Hep3B y HepG2 
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(carcinoma hepatocelular), HeLa (cérvico-uterino), A549 (pulmón), PC3 (próstata) y 
MCF7 (mama), y una línea celular de hepatocitos humanos inmortalizados (IHH) como 
control de células no cancerosas que resultó útil para determinar la selectividad contra las 
líneas cancerosas hepáticas mediante el cálculo del índice de selectividad (IS).  
De acuerdo a los criterios del Instituto Nacional del Cáncer de los Estados Unidos de 
América, un extracto es considerado activo si tiene una IC50 ≤ 30 μg/mL sobre células 
tumorales126. En este trabajo, la actividad de los extractos se consideró alta si era ≤30 μg/ 
mL, media si era de 31–60 μg/mL y baja si era de 61–99 μg/mL, tal y como aparece en el 
estudio de  Moo-Puc et al.127  
Los resultados de la actividad citotóxica se reflejan en la Tabla 29. Se aprecia que el 
extracto hexánico tuvo una alta actividad citotóxica para HepG2 (IC50 =30±6 μg/mL) y 
Hep3B (IC50 =27±3 μg/mL), moderada actividad para las líneas cancerígenas Hela y 
A549 (IC50 =40±2 y 52±2 μg/mL), mientras que, frente a los cánceres de próstata y mama, 
su actividad fue baja con valores de IC50 por encima de 70 µg/mL.    
Por su parte, el extracto CHCl3/MeOH mostró moderada citotoxicidad frente a HepG2 y 
Hep3B (IC50 =39 μg/mL y 31 μg/mL, respectivamente), así como baja actividad frente a 
Hela, A549, PC3 y MCF7 con valores de IC50 de 61±4, 77±6, 57±4 y 50.67±6 μg/mL, 
respectivamente. El extracto acuoso, tal y como se muestra en la Tabla 29, no tuvo 
actividad citotóxica en las concentraciones ensayadas (IC50 >100µg/mL). 
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Tabla 29. Resultados de citotoxicidad de los extractos de las hojas de C. incisa 
ND: No Determinado 
 
La actividad antibacteriana (CMI) y citotóxica (IC50) del extracto hexánico pudieran 
explicarse debido a la composición química de dicho extracto. Diversos estudios se han 
llevado a cabo en relación a estas actividades biológicas los cuales han incluido a algunos 
de los fitoconstituyentes presentes en este extracto (Tabla 30). Según se aprecia en esta 
tabla, algunos de los compuestos del extracto hexánico tienen reportes de actividad 
citotóxica contra varias células cancerígenas incluidas en nuestro estudio, lo que explicaría 
que estos principios activos son los responsables de la actividad citotóxica de este extracto.  
En nuestro trabajo, los valores más bajos de IC50 se obtuvieron para las líneas 
hepatocelulares HepG2 y Hep3B (IC50 entre 27±3 y 39±3 µg/mL), convirtiéndolas en las 
más sensibles. Aunque estas líneas celulares difieren en cuanto a orígen étnico, biología y 
genética, comparten los genes más frecuentemente mutados en el carcinoma 
 
Línea 
celular 
Extracto 
hexánico 
Extracto 
CHCl3/MeOH 1:1 
Extracto  
acuoso 
Paclitaxel 
IC50 
(µg/mL) IS 
IC50 
(µg/mL) IS 
IC50 
(µg/mL) IS 
IC50 
(µg/mL)
 
     
 
IS 
 
HepG2 30±6 1.5 39±3 2.21 >100 ND 64 x 10-3  
 
1.24 
Hep3B 27±3 1.66 31±2 2.77 >100 ND 33 x 10-3    
 
2.41 
HeLa 40±2 ND 61±4 ND >100 ND 4.78 x 10-3  
 
ND 
A549 52±2 ND 77±6 ND >100 ND 5.12 x 10-3  
 
ND 
PC3 76±5 ND 57±4 ND >100 ND 10.2 x 10-3  
 
ND 
MCF7 74±6 ND 50.67±6 ND >100 ND 4.27 x 10-3  
 
ND 
IHH 45±3  86±5  >100  79.4 x10-3  
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hepatocelular: p53 y β-catenina. p53 activa las enzimas de reparación del ADN, detención 
del ciclo celular y apoptosis. Por su parte, varios estudios sugieren que fitoesteroles y 
terpenos pertuban el ciclo celular e inducen la apoptosis por la activación de las caspasas 
3 y 9 en células cancerígenas. Al estar presentes estos fitocompuestos en los dos extractos 
orgánicos ensayados, pueden ser los responsables de la actividad citotóxica frente a líneas 
de cánceres hepatocelulares.128,129,130 
 
Tabla 30. Compuestos con actividad biológica identificados en extracto hexánico de las 
hojas de C. incisa 
Compuesto Bacterias /líneas celulares ensayadas  Ref.  
Fitol  
P. aeruginosa 121 
M. tuberculosis H37Rv 131 
MCF-7, PC-3,  HeLa, HT-29, A-549, Hs294T  132 
A549 , L-132 133 
MCF-7   134 
Huh7, HepG2  135 
β-Sitosterol 
S. pneumoniae 136 
P. aeruginosa 137 
A549, PC3,MCF-7 138 
A549, L132, NCI-H460 139 
Caski, HeLa 140 
α-Amirina  
S.aureus , B.cereus , L. monocytogenes , E. coli  120 
E.coli 141 
PC3, Bcap-37, MGC-803  142 
β-Amirina  
S. aureus, E. coli., B. cereus, E. cloacae 
143 
HeLa, MCF-7, Jurkat, HT-29 
S. aureus , B.subtilis, S. typhi , E. coli,  P. aeruginosa  144 
β-Amirona  B. cereus 145 
MCF-7 
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La baja actividad citotóxica de los extractos obtenida para la línea cancerígena de mama 
(MCF7), difiere del resultado obtenido por Vijayalakshmi et al.146, quienes obtuvieron 
una potente actividad  anticáncer con una IC50 de 40 µg/mL para el extracto etanólico de 
las partes aéreas de C. quadrangularis. Previamente varios investigadores han reportado 
propiedades citotóxicas de extractos de varias especies de Cissus, con buenos y/o 
aceptables valores de IC50. Para Bhujade et al.147, el extracto hexánico de tallos de 
C.quadrangularis, presentó citotoxicidad frente a células de carcinoma humano de la piel 
(A431). Mengome et al.148 demostraron que el extracto etanólico de tallos de C. debilis 
tuvo efecto antiproliferativo  frente a células CaCo-2 de cáncer de colon, alcanzando IC50 
igual a 25 μg/mL. Por su parte, Tagne et al.149 expusieron que  el extracto metanólico de 
raíces de C. populnea tuvo valores de IC50 mayores de 100 μg/mL frente a las líneas NCI-
H460 (cáncer de pulmón), MCF7 (cáncer de mama), PC3 (cáncer de próstata) y  HeLa 
(cáncer de cérvix). 
Los extractos hexánico y cloroformo/metanol fueron más activos que el fármaco de 
referencia frente a las líneas de carcinomas hepatocelulares, no así para el resto de los 
tipos cancerosos estudiados. Es oportuno considerar que el Paclitaxel es un compuesto 
puro, un fármaco consolidado, usado específicamente en el tratamiento del cáncer de 
pulmón, ovario y mama, con una gran efectividad terapéutica debido a su alta actividad 
citotóxica para estos tipos de cánceres.150 No así para el tratamiento de cánceres a nivel 
hepático, donde no está indicado por su baja actividad. 
En artículo publicado por la American Association for Cancer Research, se sugiere 
realizar los estudios de toxicidad in vitro de un régimen farmacológico en el mismo tipo 
de líneas celulares al cáncer en estudio. Esto para dar alguna indicación de la selectividad 
del tratamiento farmacológico para el tipo de cáncer particular que se está estudiando.151 
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En base a lo anterior, en nuestro estudio, sólo fue posible determinar el IS para las líneas 
de carcinomas hepatocelulares. Se ha reportado que un valor de IS inferior a 2 puede 
indicar una toxicidad general de un extracto o un compuesto puro.152 En nuestro caso, 
obtuvimos un IS superior a 2 para el extracto CHCl3/MeOH frente a HepG2 (IS=2.21) y 
Hep3B (IS=2.77), superando los valores del Paclitaxel, que alcanzó IS de 1.24 y 2.41 
frente a las mismas líneas celulares, respectivamente (Tabla 29). Estos resultados indican 
mayor selectividad en la acción citotóxica del extracto CHCl3/MeOH en las células 
cancerosas que en las normales.  
Se ha dado a conocer en la literatura que las especies del género Cissus son seguras para 
el ser humano. En estudio reciente publicado en el 2017, por Chipiti et al.55, demostraron 
que el extracto etanólico de hojas de C. cornifolia no causó ninguna disminución 
significativa en la viabilidad de células  embrionarias de riñón humano HEK 293  en todas 
las concentraciones probadas (50-200 μg/mL) obteniendo IC50 de 100 μg/mL.  
El resultado obtenido para el extracto acuoso (IC50 >100 μg/mL) frente a las células sanas, 
puede considerarse un precedente para el uso seguro en la medicina tradicional al ser la 
decocción y la infusión las formas generalizadas de uso de plantas medicinales. No 
obstante, investigaciones recientes apuntan a que las pruebas de toxicidad de cualquier 
tratamiento nuevo deberán realizarse en modelos animales, ya que esa es actualmente la 
única forma de evaluar la toxicidad general de los organismos. esto sólo debe hacerse con 
aquellos regímenes farmacológicos que han demostrado ser exitosos en las pruebas con la 
línea celular in vitro apropiada, posiblemente seguidas por pruebas limitadas de modelos 
animales.151 
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     5.2.2.2 Actividad citotóxica e índice de selectividad de los compuestos 
Del total de compuestos identificados ó aislados de las hojas de C. incisa, solamente nueve 
fueron ensayados para esta actividad biológica. Tal y como se ha expuesto anteriormente, 
a varios de los fitocompuestos hallados en la especie de estudio les han sido determinadas 
sus propiedades farmacológicas, específicamente, su actividad citotóxica frente a 
disímiles líneas celulares de cáncer. Como consecuencia, y en aras de ahorrar recursos y 
tiempo de investigación, sólo fueron evaluados los compuestos para los que no se tenían 
reportes previos. Estos fueron: β-sitosterol (CIH-2), acetato de β-sitosterilo (CIH-2Ac), α-
amirina, tetracosanoato de 2,3-dihidroxipropilo (CIH-7), glucósido de β-sitosterol (CIH-
8), β-D-tetraacetil glucopiranósido de β-sitosterilo (CIH-8Ac), cerebrósidos (CIH-10), 
α- amirina-3-O-glucopiranósido (CIH-11), tetraacetil 3-O-β-D-glucopiranósido de α-
amirina (CIH-11Ac) y CIH-13Ac. 
En la tabla Tabla 31 se muestran los resultados de la actividad citotóxica de los 
fitoconstituyentes reportados por otros investigadores, así como los obtenidos en este 
estudio. Para una mejor comprensión, se resaltan en color rojo los valores obtenidos para 
C. incisa.  
Conforme a los criterios del Instituto Nacional del Cáncer de los EUA, un compuesto es 
considerado activo si tiene una IC50 ≤ 4 μg/mL sobre células tumorales.126 De acuerdo a 
lo reportado, ninguno de los compuestos evaluados tuvo una buena actividad 
anticancerígena. No obstante, de nuestros resultados, el β-D-tetraacetil glucopiranósido 
de β-sitosterilo resultó ser el más activo alcanzando valores de IC50 = 43±4 μg/mL frente 
a la línea cancerígena PC3 y 49.0±4 μg/mL frente a Hep3B. 
Por su parte, las líneas celulares que más se inhibieron por la acción de los compuestos 
fueron la PC3 y la Hep3B, coincidiendo esta última con los resultados alcanzados para los 
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extractos hexánico y CHCl3/MeOH. Los buenos resultados obtenidos particularmente 
frente a la línea celular Hep3B, se presentan muy alentadores. Este resultado es 
coincidente con el trabajo de Shen et al., en el que se obtuvieron buenos resultados al 
ensayar triterpenos y glucósidos frente a dos líneas celulares de cáncer: una hepatocelular 
y una gástrica, por inducción de apoptosis. Al establecer la relación estructura-actividad, 
estos autores concluyeron que el hidroxilo o el monosacárido en la posición C3, hidroxilo 
en C19, o conjugación con doble enlace de C12-C13, los compuestos muestran una mejor 
actividad citotóxica contra las dos líneas celulares.153 En un estudio realizado por Maiyo 
et al.130, se aisló  el glucósido de β-sitosterol, que fue ensayado frente a varias líneas 
celulares de cáncer, obteniéndose una  IC50=251 μg/mL para HepG2. Este resultado no 
supera al nuestro, donde exhibimos, además, mejores cifras de IC50 para su derivado 
tetraacetilado. Además de la posibilidad de que los productos naturales puedan convertirse 
en futuras plataformas para fármacos anticancerosos, una de sus aplicaciones en el 
tratamiento del cáncer es como adyuvante. Cerebrósidos aislados de Hericium erinaceus 
mostraron efecto inhibitorio sobre la angiogénesis y la reducción de la nefrotoxicidad 
inducida por Cisplatino.154 Otros estudios con productos naturales han demostraron 
efectos sinergistas de la combinación con quimioterápicos.155 
Ninguno de los compuestos ensayados fue más activo que el control Paclitaxel. Respecto 
a la selectividad en las líneas de carcinomas hepatocelulares, los valores de IS alcanzados 
son mayores que 1, lo cual los hace más selectivos para las células tumorales, aún con su 
baja acción citotóxica. El β-D-tetraacetil glucopiranósido de β-sitosterilo obtuvo mejores 
valores de IC50 y de IS para ambas líneas, sin superar al Paclitaxel.
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Tabla 31. Actividad citotóxica de productos naturales y derivados semisintéticos de las hojas de C. incisa.  IC50 (μg/mL) 
 
            NR: los datos no están reportados en los artículos correspondientes, ND: No se determinó 
                  a : CIH-2=β-sitosterol, CIH-2Ac=acetato de estigmasta-5-en-3-β-ilo, CIH-7= tetracosanoato de 2,3-dihidroxipropilo,CIH-8=glucósido de β-sitosterol, CIH-8Ac=β-D-     
tetraacetil glucopiranósido de β-sitosterilo  
 
 
Compuestosa 
         
Líneas 
celulares 
HepG2 Hep3B Hela   A549 PC3 MCF7 IHH 
IC50 IS      IC50 IS    IC50 IS IC50 IS IC50 IS IC50 IS IC50 
Fitol 26.68135 NR ND - 4.59+ 0.76156 NR 16.88+2.68
156  
20.98±0.32133 
NR 23.07+1.93156 NR 
2.60+ 0.41156  
125.0134 
NR NR 
CIH-2 12 ± 2
157  
271.2±5.3 158 
NR >20159 NR 8.29140 NR 
>100160 
169.7±4.158 
NR 164.1±5.1158  NR 
6.2 ±2.0157 
15.4±2.1158 
NR 100 
CIH-2Ac 57.62161 NR  77.0±5 1.3 87.0±4 ND >100 ND 79.0±8 ND ND ND 100 
α-amirina 70.0±5 1.43 83.0±8 1.2 >100 ND >100160 NR >62.5162  NR >200163  NR 100 
β-amirina 
206 x103 
(130) 
281.3±14.3 
158 
NR 
 
NR 
 
- >60143 NR 
>100 160 
74.2 ± 2.2164 
157.6±5.6158 
 
NR 
70.1 ± 2.4164 
170.7±3.4158 
 
NR 
10.1±1.8158 
34.1 ±1.9164 
 
NR ND 
CIH-7 75.0±6 1.33 73.0±7 1.37 82.0±8 ND >100 ND 75.0±5 ND ND ND 100 
CIH-8 
251 x103 
(130) 
182.6±2.6 
158 
 
NR 55.0±5 - >60143 NR 95.19
138 
187.6±5.69158 
NR 53.0±4  8.52
143  
11.3±1.7158 
NR NR 
CIH-8Ac 50.0±3 1.56 49.0±4 1.59 63±7 ND 87±8 ND 43±4 ND ND ND 78±7 
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Tabla 31. Actividad citotóxica de productos naturales y derivados semisintéticos de las hojas de C. incisa.  IC50 (μg/mL). 
Continuación 
      NR: los datos no están reportados en los artículos correspondientes, ND: No se determinó  
a: CIH-10=mezcla de cerebrósidos; CIH-11=glucósido de α-amirina, CIH-11Ac=tetraacetil 3-O-β-D-glucopiranósido de α-amirina, CIH-13Ac=mezcla de ceramidas 
acetiladas 
 
 
Compuestosa 
        Líneas 
celulares 
HepG2 Hep3B Hela   A549 PC3 MCF7 IHH 
IC50 IS IC50 IS IC50 IS IC50 IS IC50 IS IC50 IS IC50 
CIH-10 >100 ND >100 ND >100 ND >100 ND >100 ND >100 ND >100 
CIH-11 >100 ND >100 ND >100 ND >100 ND >100 ND >100 ND >100 
CIH-11 Ac >100 ND >100 ND >100 ND >100 ND >100 ND >100 ND >100 
CIH-13 Ac >100 ND >100 ND >100 ND >100 ND >100 ND >100 ND >100 
Paclitaxel 64 x10
-3 
 
1.24 
33 x10-3 
 
2.41 
4.78 x 
10-3 
 
ND 
5.12 x 
10-3 
 
ND 
10.2 x 
10-3 
 
ND 
4.27 x 
10-3 
 
ND 
79.4x 
10-3 
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5.3 Determinación del mecanismo de acción del compuesto más activo 
De los resultados obtenidos en los ensayos biológicos, CIH-13 fue el de mejor actividad 
antibacteriana al alcanzar una CMI de 50 μg/mL frente a A. baumannii resistente a 
carbapenémicos. Al ser CIH-13 una mezcla de ceramidas naturales, se escogió la 
estructura del compuesto mayoritario para ser incluido en los estudios computacionales. 
5.3.1 Modelo computacional predictivo 
Un modelo PTMLIF (Perturbation-Theory-Machine-Learning-Information) es útil si se 
trata de un estudio con múltiples parámetros farmacológicos para una serie de compuestos 
en diferentes proteínas diana, organismos de ensayo, líneas celulares, etc. En el trabajo 
actual, se desarrolló el primer modelo PTMLIF para la actividad antibacteriana, teniendo 
en cuenta los MRNs de las bacterias y las secuencias de proteínas. Se descargó un conjunto 
de datos de ensayos preclínicos de la base de datos ChEMBL. Dicho conjunto de datos 
consta de 356 609 casos, e incluye diferentes actividades biológicas, líneas celulares, 
proteínas diana, organismos de ensayo, etc. La Tabla 32 muestra los resultados para el 
mejor modelo PTMLIF obtenido. En esta tabla se presentan los resultados generales para 
los subconjuntos de entrenamiento y validación. El modelo presentado tiene altos valores 
de especificidad (Sp)= 81.30%, sensibilidad (Sn)= 80.07% y precisión general (Ac)= 
80.64%, en series de entrenamiento. Además, el modelo muestra valores similares de Sn, 
Sp y Ac en series de validación externa. Según lo informado por Hill y Lewicki165, 
utilizamos la estrategia paso a paso de la selección de variables para detectar las 
perturbaciones más importantes en diferentes condiciones.  
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Tabla 32. Resultados del modelo y variables de entrada analizadas 
 
Conjuntos 
observadosa 
Parámetrosb 
Valores 
obtenidos 
Conjuntos predichos 
   f(vij)pred =-1 f(vij)pred = 1 
Series de entrenamiento 
f(vij)obs= -1 Sp 81.30 100241 23052 
f(vij)obs = 1 Sn 80.07 28738 115425 
Total Ac 80.64   
Series de validación 
f(vij)obs= -1 Sp 81.17 33470 7762 
f(vij)obs = 1 Sn 80.11 9530 38390 
Total Ac 80.60   
  a Los tipos de clasificación son fármacos con efecto biológico más fuertes que el   promedio. (f(vij)obs = 1 
cuando vij< cutoff* y f(vij)obs = -1 a la inversa.  
   b Sp = especificidad, Sn = sensibilidad, y Ac = precisión. * Se consideró cutoff = 100. 
 
Es importante mencionar que los valores obtenidos se encuentran en el rango considerado 
como útil para los modelos de clasificación con aplicación en Química Médica. La 
ecuación del modelo obtenido es la siguiente: 
(6)𝑓 vij 𝑐𝑎𝑙𝑐 = −3.641 + 7.005 · 𝑓 vij 𝑒𝑥𝑝𝑡 + 72.89 · DSh0 ALOGP c2                                                 − 21.94 · DSh0 PSA c2 − 64.147 · DSh0 ALOGP c8                                                  
+ 25.780 · DSh0 PSA c9 + 23.513. DSh2 MRN c1  − 28.998 · DSh2 MRN c3   − 0.034. DSh2 PROT c2       
 
n = 356609     𝜒2 = 156192.33         𝑝 < 0.05                                                                
  
 Donde:  
f(vij)expt Valor esperado de la actividad biológica 
DShk(ALOGP)cj, DShk(PSA)cj  Se refieren a la variabilidad en la información de la 
estructura química de los fármacos en términos de 
lipofilia expresada como ALOGP o área de superficie 
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expresada como PSA para las diferentes condiciones 
cj 
DSh(MRN)cj Explica la variabilidad de la información sobre la 
estructura de las MRN para las diferentes condiciones 
cj 
DSh(PROT)cj Se refiere a la variabilidad en la información de las 
secuencias de proteínas para las diferentes 
condiciones cj 
n Número de casos 
 
El modelo comienza con el valor esperado de la actividad biológica e incorpora el efecto 
de diferentes perturbaciones en el sistema. Estas perturbaciones se expresan en términos 
de operadores PT. En consecuencia, el modelo tiene dos tipos de variables de entrada: la 
función de valor esperado, f(εij)expt y los operadores PT. Los cuales son de diferentes tipos 
f (vij)expt, Shk (Drugi), ΔShk (Assayj), ΔShk (MRNs), ΔShk (PROT). 
La primera variable de entrada f (vij)expt es el valor esperado de la actividad biológica para 
un compuesto en condiciones experimentales cj = (c1, c2,…). Los descriptores moleculares 
específicos fueron las entropías de Shannon de escala mínima-máxima utilizadas para 
medir la hidrofobicidad y las características del área de superficie polar del fármaco. Estas 
entradas pueden obtenerse a partir de los valores originales de LogP (coeficiente de 
partición n-octanol/agua) y PSA (área de superficie polar). Ambos valores se tomaron 
directamente del conjunto de datos ChEMBL. 
     5.3.1.1 Aplicación del modelo en la identificación de las dianas para CIH-13 
Una vez obtenido el mejor modelo predictivo, se prepararon las condiciones para evaluar 
su aplicabilidad. Se introdujo el código SMILES del compuesto seleccionado (CIH-13-
II) con lo cual se pudo ejecutar el programa DRAGON para calcular los descriptores 
moleculares de dicho compuesto. De igual forma se calcularon los operadores (variables) 
correspondientes y se sustituyeron en el modelo, ejecutándolo. Como resultado, se 
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obtuvieron valores de f(εij)calc para cada parámetro de actividad biológica. De su 
interpretación podemos concluir las ventajas y desventajas del modelo para predecir la 
actividad del compuesto en esas condiciones, así como tener la predicción de la actividad 
de la ceramida sobre determinada bacteria y además cuales proteínas blanco son afectadas. 
Los resultados se muestran en la Tabla 33 (se seleccionaron algunos ejemplos debido al 
gran volumen de la base de datos). Según los resultados que arroja el modelo, la ceramida 
actúa mayoritariamente sobre bacterias Gram-negativas. De esta forma, observamos que 
hay concordancia entre los ensayos computacionales y experimentales. Por otro lado, el 
modelo está prediciendo actividad sobre otras cepas patógenas, como M. tuberculosis, lo 
cual constituye un aporte ya que ésta no se ensayó experimentalmente. La ceramida en 
estudio también exhibe una acción específica en bacterias, pero no se descarta que pueda 
afectar células eucariotas.  
Un resultado importante es que el compuesto actúa fundamentalmente sobre proteínas 
situadas en la membrana plasmática y en el periplasma. Algunas de sus dianas están 
involucradas en la biosíntesis de peptidoglucano, otras como las beta-lactamasas están 
identificadas como mecanismos de resistencia bacteriana, lo cual resulta interesante para 
el desarrollo de fármacos antibacterianos. 
Una información extra que brinda la Tabla 33 es que el modelo obtenido predice 
eficazmente para ensayos de actividad antibacteriana (por los valores positivos de CMI 
obtenidos), por el contrario, no será tan útil para predicciones de otros ensayos biológicos, 
por los valores negativos de IC50. 
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Tabla 33. Algunos resultados del modelo predictivo para la ceramida en estudio 
 
 
 
 
 
 
             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              PDBa: Protein Data Bank, CMI50b : Concentración mínima del antibiótico capaz de reducir en un 50%  el número de colonias en un cultivo control,*: en (µg/mL)
Código 
Proteína 
PDBa 
Nombre Microorga 
nismo 
Taxono 
mía Enzima 
Función/ 
ubicaciona CMI* IC50 * CMI50
b*
 
P16897 
Betalactamasa 
PSE-4 
P. 
aeruginosa 
Sólo 
bacterias 
Beta-
lactamasa 
Hidroliza tanto la 
carbenicilina 
como la oxacilina 
1.23 -3.82 
 
1.03 
 
P24735 Betalactamasa 
P. 
aeruginosa 
Sólo 
bacterias 
Beta-
lactamasa 
Periplasma 1.37 -3.68 1.17 
P0AD65 
Peptidoglucano D, 
D-transpeptidasa 
MrdA 
E. coli Sólo   
bacterias 
Proteína de 
unión a 
penicilina-2 
Está involucrada 
en la biosíntesis 
de peptidoglucano 
1.43 -3.62 1.23 
Q9F663 
Beta-lactamasa 
hidrolizante de 
carbapenem KPC-2 
K. 
pneumoniae 
 
Sólo 
bacterias 
Beta-
lactamasa 
Hidroliza 
carbapenems, 
penicilinas, 
cefalosporinas y 
monobactams  
1.48 -1.47 1.28 
Q51504 
Peptidoglucano D, 
D-transpeptidasa 
FtsI 
P. 
aeruginosa 
PAO1 
Sólo 
bacterias 
Proteína de 
unión a 
penicilina-3 
Está involucrada 
en la biosíntesis 
de peptidoglucano 
 
1.20 
 
 
-3.85 
 
1.00 
Q50575 
Pirazinamidasa/ 
nicotinamidasa 
PncA 
M. tuberculo 
sis 
Sólo 
bacterias 
Hidrolasa 
 
Actividad 
hidrolasa 
1.37 -3.68 1.17 
P0AES4 
Subunidad A de la 
ADN girasa 
E. coli Sólo 
bacterias 
ADN 
topoisomerasa 
     Citoplasma 1.38 -3.67 1.18 
P9WJM9 
Cadena alfa de 
triptófano sintasa 
M. tuberculo 
sis 
Bacterias 
y virus 
Transferasa 
Citoplasma/ 
membrana 
plasmática 
1.55 -3.51 1.35 
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5.3.2 Docking molecular 
Entre los resultados que obtuvimos en el modelado matemático se encuentran que la 
ceramida ejerce su actividad antibacteriana predominantemente sobre dianas que pueden 
encontrarse en el espacio periplásmico y/o en la membrana plasmática de bacterias Gram-
negativas. En base a esto, y a los resultados experimentales se realizó el docking de la 
misma ceramida seleccionada, solamente para A. baumannii, E. coli, P. aeruginosa, y K. 
pneumoniae las mismas que se ensayaron experimentalmente. El límite para las 
interacciones estables se consideró en -7.0 kcal/mol81, por lo cual las interacciones por 
debajo de esta cifra son las más estables. Sobre esta base, se obtuvieron interacciones 
destacables ligando-proteína para los patógenos ensayados. 
Es necesario destacar que los resultados se basan en el primer confórmero de 
acoplamiento. El ligando interacciona en regiones diferentes y configuraciones diferentes 
pero el primer confórmero que se muestra es el mejor (más estable).  
En la Tabla 34 se muestran las interacciones de la ceramida con E. coli, siendo la mejor 
interacción aquella con una proteína de membrana cuyo valor de energía de afinidad fue 
de -9.3 kcal/mol. A continuación, la Tabla 35 refleja las interacciones destacables ligando-
proteína para K. pneumoniae, resultando en este caso la de una enzima oxidorreductasa 
con EA= -7.6 kcal/mol. Para P. aeruginosa (Tabla 36), su interacción más estable fue con 
una proteína de transporte (8.1 kcal/mol). Por último, la Tabla 37 muestra las interacciones 
del compuesto en estudio con  A. baumannii, encontrando la mejor interacción con una 
proteína de unión a ADN.  
Del análisis de las Tablas 34-37 queda demostrado que la ceramida interacciona con 
proteínas localizadas en las membranas celulares de las bacterias Gram-negativas 
ensayadas in sílico, entre las que se destacan interacciones con proteínas oxidorreductasas, 
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de membrana, de transporte, así como de señalización en diferentes procesos celulares. 
Destacando que la mejor interaccción observada fue la de la ceramida con E. coli, al 
presentar energía de afinidad igual a -9.3 kcal/mol. Mientras que la menor interacción 
arrojada según la EA fue con A. baumannii (-6.9 kcal/mol), a pesar de que fue nuestra 
cepa más sensible en los ensayos biológicos. 
Las Figuras 105, 106 y 107 muestran imágenes de docking, únicamente para la mejor 
interacción seleccionada para cada patógeno. 
Tabla 34. Interacciones destacables ligando-proteína para E. coli 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          
Dianas 
Energía de Afinidad 
(kcal/mol) Función 
1t8z -9.3 Proteína de membrana 
4u4w -8.7 Proteína de transporte  
3e3c -8.6 Proteína de unión a lípidos 
2ovs -8.6 Regulación genética 
2f1v -8.5 Proteína de membrana  
1xa3 -8.5 Transferasa  
2iwv -8.4 Canal iónico 
1fdo -8.2 Oxidorreductasa  
1ggh -8.2 Oxidorreductasa  
2hg2 -8.1 Oxidorreductasa 
1njk -8 Función desconocida 
5c6p -8 Proteína de transporte  
2fzn -8 Oxidorreductasa 
1x2g -8 Ligasa 
4ixm -7.9 Hidrolasa 
1x06 -7.9 Transferasa 
5n6l -7.8 Transferasa 
5unh -7.8 Proteína de señalización 
1kvu -7.8 Isomerasa 
1jyh -7.8 Función desconocida 
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Figura 105. Imagen de docking ceramida- E. coli (1t8z) 
  
Tabla 35. Interacciones destacables ligando-proteína para K. pneumoniae 
Diana 
Energía de Afinidad 
(kcal/mol) Función 
4osg -7.6 Oxidorreductasa 
2bi8 -7.5 Isomerasa 
3qok -7.3 Hidrolasa 
5iv9 -7.3 Proteína de transporte 
3rp7 -7.2 Oxidorreductasa 
6fkt -7 Oxidorreductasa 
1zc2 -7 Hidrolasa 
3kyb -6.9 Isomerasa 
3gfy -6.9 Proteína de señalización de hidrolasa 
4wd7 -6.9 Proteína de membrana 
3int -6.8 Isomerasa 
2wu0 -6.8 Hidrolasa 
5hft -6.7 Transferasa 
4wd8 -6.6 Proteína de membrana 
1geg -6.6 Oxidorreductasa 
2zyg -6.6 Oxidorreductasa 
1niq -6.5 Enlace a proteínas  
2g2w -6.4 Hidrolasa 
6dxp -6.4 Oxidorreductasa 
5nwt -6.4 Transferasa 
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Figura 106. Imagen de docking ceramida-K. pneumoniae (4osg)  
 
Tabla 36. Interacciones destacables ligando-proteína para P. aeruginosa 
 
Diana Energía de Afinidad (kcal/mol) Función 
3mom -8.1 Proteína de transporte  
3lt5 -7.7 Oxidorreductasa  
1rpn -7.6 Liasa  
5h7z -7.5 Inhibidor de hidrolasa  
3s61 -7.5 Oxidorreductasa  
3f79 -7.5 Proteína de señalización  
1u1z -7.4 Liasa 
5fp2 -7.4 Transporte metálico  
2w76 -7.3 Receptor 
2w6u -7.3 Proteína de membrana  
5odw -7.3 Transporte de proteínas  
2fe7 -7.3 
Genómica estructural 
(desconocida) 
4kqr -7.2 Proteína biosintética   
4zu2 -7.2 Hidrolasa 
4b8u -7.2 Liasa 
4b7x -7.2 Oxidorreductasa 
5xhl -7.2 Proteína de transporte 
3wfb -7.2 Sistema inmune/oxidorreductasa  
4g32                  -7.2 Oxidorreductasa 
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Figura 107. Imagen de docking ceramida-P. aeruginosa (3mom)  
 
Tabla 37. Interacciones destacables ligando-proteína para A. baumannii 
Dianas Energía de Afinidad 
(kcal/mol) 
Función 
4pbb -6.9 Proteína de unión a ADN  
6fqa -6.6 Adhesión celular 
4rc9 -6.5 Liasa 
3pud -6.5 Liasa 
5x47 -6.3 Liasa 
5b6p -6.2 Liasa 
5wrf -6.2 Liasa 
4e75 -6.1 Transferasa 
3tak -6.1 Liasa 
5yhm -6.1 Liasa 
4ob9 -6.1 Liasa 
6eus -6 Proteína de membrana  
4rhc -6 Liasa 
5yol -6 Transferasa 
5yl5 -5.9 Liasa 
4lj2 -5.8 Liasa 
5h7x -5.8 Transferasa 
4j2o -5.8 Isomerasa 
4o90 -5.8 Liasa 
5dl5 -5.8 Proteína de membrana  
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5.3.3 Ensayo de liberación de contenidos vesiculares 
De acuerdo a los resultados que se muestran en la Figura 108 se concluye que CIH-13 
produjo liberación de los contenidos vesiculares de los liposomas LUV, al observar un 
aumento de la fluorescencia de la sonda en el tiempo. La liberación fue lenta, aumentando 
gradualmente en el tiempo. Prácticamente no se observó liberación en los primeros 90 
minutos después de la adición del compuesto. Este resultado concuerda con los obtenidos 
por un estudio en sistemas LUV. En dicho estudio Montes et al.166, estudiaron el flujo de 
salida de la membrana inducido ya sea por ceramidas generadas in situ (a través de la 
escisión enzimática de la esfingomielina) o por la adición de ceramidas (C16) a 
membranas preformadas. 
El efecto obtenido de las ceramidas sobre el sistema de membranas está relacionado con 
su concentración. Tal y como se aprecia en la Figura 109 el mejor resultado se obtuvo 
para la mayor concentración (13.6 M). 
Estudios previos han planteado dos mecanismos por los cuales las ceramidas modifican 
la barrera de permeabilidad de las membranas celulares. El mecanismo de reestructuración 
de dos capas, que puede permitir incluso el paso de macromoléculas, y su tendencia a 
formar dominios ricos en ceramidas. El primero se le atribuye a la geometría de la 
ceramida, pues facilita las transiciones lamelar a hexagonal en las bicapas lipídicas. 
Dichas transiciones se localizan en ciertos puntos de la membrana, y pueden permitir una 
comunicación extensa entre los compartimentos interno y externo. Incluso la 
“propensión”de la bicapa para adoptar la forma hexagonal es suficiente para desestabilizar 
transitoriamente la bicapa.167 En el estudio de Montes et al.166 está claramente respaldado 
el papel de la geometría de la ceramida en la promoción del flujo de salida. 
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Figura 108. Eflujo de ANTS-DPX inducido por la acción de CIH-13 
 
 
Figura 109. CIH-13 induce un eflujo concentración-dependiente de solutos 
encapsulados en LUVs 
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La segregación lateral de los dominios ricos en ceramida en el plano de la membrana es 
otro mecanismo importante que explica el flujo de salida. El fenómeno fue observado por 
primera vez por Huang et al. 168 y luego se informó, sobre la base de diferentes técnicas, 
por Holopainen et al.169,170, Carrer y Maggio 171, y Veiga et al.172  
A 37 °C, los dominios ricos en ceramida constituyen islas rígidas en un mar de lípidos 
fluidos. La coexistencia de dominios ordenados y desordenados es una condición que 
permite que se produzca el flujo de salida.166 Las interfases entre las regiones ricas en 
ceramida y las regiones pobres dan lugar a la liberación observada de contenidos de los 
liposomas. 
De los resultados de nuestros ensayos queda esbozado un posible mecanismo de acción 
para el compuesto más activo de la actividad antibacteriana. La segregación lateral de 
dominios ricos en ceramida y la tendencia de ésta a inducir fases lipídicas no lamelares 
pueden explicar conjuntamente la reestructuración de las bicapas y, por ende, el flujo de 
solutos hacia el exterior. No es la primera vez que mezclas de esfingolípidos son evaluados 
en ensayos biológicos. Zhang et al.109 estudiaron la capacidad neuritogénica, mientras que 
Bano et al.100 evaluaron la actividad nematicida, en ambos casos de mezclas de ceramidas 
naturales. En nuestro caso particular sería muy importante la evalución de los compuestos 
de CIH-13 de forma independiente, pues los resultados obtenidos en nuestra investigación 
sientan un precedente:  la actividad antibacteriana, y su acción principalmente a nivel de 
membrana, la convierte en un interesante candidato para el desarrollo de antibióticos. 
Especialmente si su mayor efecto fue frente a A.baumannii, un conocido patógeno 
nosocomial, y teniendo en cuenta que la insaturación en 8 que presenta CIH-13, está 
ausente en las ceramidas de los mamíferos. Lo anterior la coloca en posición aventajada 
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para ser considerada en estudios donde pueda actuar en combinación con un antibacteriano 
ya establecido y con mecanismo de acción diferente, con la proyección de que sus efectos 
indeseables serían pocos para el ser humano. De esta forma, nuestro trabajo estaría 
aunando el camino en la lucha contra las infecciones producidas por bacterias Gram-
negativas, las cuales reportan altos índices de resistencia a los actuales regímenes de 
tratamiento. 
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CAPĺTULO 6 
 
CONCLUSIONES  
1. Del extracto hexánico se identificaron 17 compuestos, entre ellos 9 alcanos: 
heneicosano, tetracosano, pentacosano, hexacosano, heptacosano, octacosano, 
nonacosano, triacontano, hentriacontano; 6 terpenos: cis y trans- fitol, β-amirina, 
cicloursanol, α-amirina, β-amirona; un esterol: β-sitosterol y una cetona: 6, 10, 
14-trimetil-2-pentadecanona. Siendo el compuesto más abundante el β-sitosterol. 
2. Del extracto cloroformo/metanol se aislaron y caracterizaron: el β- sitosterol 
(CIH-2); tetracosanoato de 2,3-dihidroxipropilo (CIH-7); β-D-glucopiranósido 
de β-sitosterol (CIH-8); α- amirina-3-O-glucopiranósido (CIH-11); y 2-(2´-
hidroxidecanoil amino)-1,3,4-hexadecanotriol-8-eno (CIH-15), así como las 
mezclas de hidrocarburos alifáticos (CIH-1), alcohol y epóxido (CIH-3), 
triterpenoides (CIH-5), ceramidas (CIH-13) y cerebrósidos (CIH-10). 
3. Nuestro estudio constituye la primera caracterización de las ceramidas CIH-13 
(I, II, IV), CIH-15, y de los cerebrósidos CIH-10 (IV, V); así como de sus 
respectivos derivados acetilados. 
4. Es el primer reporte en el género Cissus del cicloursanol, del tetracosanoato de 
2,3-dihidroxipropilo (CIH-7); de 2-(2´-hidroxidecanoil amino)-1,3,4-
hexadecanotriol-8-eno (CIH-15), así como de las ceramidas CIH-13, y 
cerebrósidos CIH-10.  
5. Los extractos hexánico y cloroformo/metanol fueron los que mostraron actividad 
contra los nueve aislados clínicos de bacterias resistentes (CMI 125-500 µg/mL).  
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6. El extracto hexánico mostró la mejor actividad antimicobacteriana contra la cepa 
multifarmacorresistente de M. tuberculosis G122 con una CMI de 125 µg/mL. 
7. El compuesto más activo del extracto hexánico fue el fitol frente a E. faecium 
resistente a vancomicina y A. baumannii resistente a carbapenémicos, con 
CMI=100 µg/mL en ambos casos.  
8. El compuesto más activo del extracto cloroformo/metanol fue la mezcla de 
ceramidas (CIH-13) frente a la bacteria resistente A. baumannii resistente a 
carbapenémicos (CMI=50 µg/mL).  
9. El extracto hexánico fue el más citotóxico frente a HepG2 y Hep3B (IC50 < 30 
µg/mL). 
10. De todos los compuestos ensayados el más citotóxico fue el β-D-tetraacetil 
glucopiranósido de β-sitosterilo frente a PC3 (IC50 =43 + 4 µg/mL). 
11. Un posible mecanismo de acción que justifica la actividad de CIH-13 involucra 
la unión de estas ceramidas a las membranas bacterianas, formando poros, 
causando la muerte del patógeno.  
12. Se acepta la hipótesis propuesta en este estudio porque varios productos naturales 
de las hojas de C. incisa presentaron actividad antibacteriana, y el más activo, un 
mecanismo de acción diferente a uno de los fármacos de referencia 
(levofloxacina). 
13. Se justifica el uso tradicional de C. incisa en la medicina tradicional mexicana, 
sin embargo, se necesitarían estudios in vivo para confirmar seguridad y eficacia 
de la planta. 
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CAPĺTULO 7 
 
PERSPECTIVAS 
1. Realizar el estudio químico biodirigido del extracto hexánico de C. incisa hojas 
contra la cepa MFR M. tuberculosis G122. 
2. Realizar el estudio químico biodirigido del extracto hexánico de C. incisa hojas 
contra las células cancerosas hepatocelulares HepG2 y Hep3B. 
3. Aislar los compuestos de CIH-13 y evaluar su actividad antibacteriana, de forma 
independiente. 
4. Realizar estudios de sinergia de los compuestos aislados de CIH-13, con diferentes 
antibióticos frente a cepas multifármacorresistentes para evaluar si aumenta la 
actividad antibacteriana de estos fármacos. 
5. Aislar los cerebrósidos de CIH-10 y evaluar su efecto inhibitorio sobre la 
angiogénesis y la reducción de la nefrotoxicidad inducida por fármacos contra el 
cáncer. 
6. Realizar reacciones de derivatización de los dobles enlaces en ceramidas y 
cerebrósidos para confirmar químicamente la ubicación inequívoca de sus dobles 
enlaces. 
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CAPĺTULO 8 
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APÉNDICE A 
Datos espectroscópicos y espectrométricos adicionales de productos naturales y 
derivados semi-sintéticos de las hojas de C. incisa 
 
Datos espectroscópicos de (24R)-estigmasta-5-en-3β-ol 
 
 
 
 
RMN 1H 
(CDCl3 , 400 MHz) 
RMN 13C 
(CDCl3 , 100 MHz) 
Posición δ(ppm) 
Reportados93 
δ (ppm) 
Obtenidos 
δ (ppm) 
Reportados93 
δ (ppm) 
Obtenidos 
1   37.2 37.06 
2   31.6 31.47 
3 3.52(m) 3.54(m) 71.8 71.62 
4   42.3 42.13 
5   140.7 140.56 
6 5.35(m) 5.38(m) 121.7 121.53 
7   31.9 31.71 
8   31.9 31.71 
9   50.1 49.94 
10   36.5 36.31 
11   21.1 20.89 
12   39.8 39.58 
13   42.3 42.11 
14   56.8 56.57 
15   24.3 24.11 
16   28.2 28.05 
17   56.0 55.86 
18 0.68(s) 0.7049(s) 11.9 11.66 
19 1.01(s) 1.03(s) 19.4 19.20 
20   36.1 35.95 
21 0.92(d, J=6.5Hz) 0.95(d, J=6.56 
Hz) 
18.8 18.83 
22   33.9 33.75 
23   26.0 25.88 
24   45.8 45.64 
25   29.1 28.95 
26 0.83(d, J=6.5Hz) 0.86(d, J=7.2 Hz) 19.8 19.62 
27 0.81(d, J=6.5 Hz) 0.84(d, J=6.9 Hz) 19.0 18.58 
28   23.0 22.87 
29 0.84(t, J=7.5 Hz) 0.87(t, J=7.2 Hz) 12.0 11.78 
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Comparación de datos espectroscópicos de acetato de β-sitosterilo 
 
 
Posición 
 
RMN 1H 
(CDCl3, 300 MHz) 
δ (ppm) 
Reportados94 
 
RMN 1H 
(CDCl3, 400 
MHz) 
δ (ppm) 
Obtenidos 
 
RMN 13C 
(CDCl3 ,75 
MHz) 
δ  (ppm) 
Reportados94 
 
RMN 13C 
(CDCl3, 100 
MHz) 
δ (ppm) 
Obtenidos 
1   36.9 37.00 
2   29.0 28.26 
3 4.62(m) 4.64(m) 73.7 74.00 
4   38.1 38.13 
5   139.7 139.67 
6 5.36(t, J= 5.4 
Hz) 
5.40(m) 122.5 122.66 
7   31.9 31.91 
8   31.9 31.87 
9   50.0 50.04 
10   36.5 36.61 
11   21.0 21.46 
12   39.7 39.73 
13   42.3 42.33 
14   56.7 56.7 
15   24.9 24.3 
16   28.2 27.79 
17   56.0 56.04 
18 0.77(s) 0.70(s) 11.8 11.87 
19 0.99(s) 1.04(s) 19.0 19.04 
20   36.1 36.17 
21 0.87(s) 0.94(d, 
J= 6.24Hz) 
19.8 19.83 
22   34.4 33.95 
23   27.1 26.8 
24   45.8 45.85 
25   23.0 23.08 
26  0.86(d, 
J= 8.08Hz) 
19.3 19.32 
27  0.84 (d, 
J= 7.56 Hz) 
29.6 29.16 
28   18.7 18.74 
29 0.84(t, J= 6.6 
Hz) 
0.87(t, J= 7.84 
Hz) 
11.9 12.00 
CH3CO 2.04(s) 2.06(s)  21.04 
C=O   170.9 170.56 
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Datos espectroscópicos 13C de triterpenos pentacíclicos173 
Posición β-amirina germanicol α-amirina lupeol 
1 38.7 38.5 38.7 38.7 
2 27.3 27.4 27.2 27.4 
3 79.0 79 78.3 78.9 
4 38.8 39 38.7 38.8 
5 55.3 55.7 55.2 55.3 
6 18.5 18.3 18.3 18.3 
7 32.8 34.7 32.9 34.2 
8 38.8 40.8 40.0 40.8 
9 47.7 51.3 47.7 50.4 
10 37.6 37.3 36.9 37.1 
11 23.6 21.2 23.3 20.9 
12 121.8 26.2 124.3 25.1 
13 145.1 39.0 139.3 38.0 
14 41.8 43.4 42.0 42.8 
15 26.2 27.6 28.7 27.4 
16 27.0 37.7 26.6 35.5 
17 32.5 34.4 33.7 43.0 
18 47.4 142.8 58.9 48.2 
19 46.9 129.8 39.6 47.9 
20 31.1 32.3 31.2 150.9 
21 34.8 33.4 41.5 29.8 
22 37.2 37.4 28.1 40.0 
23 28.2 28.0 15.6 28.0 
24 15.5 15.4 15.6 15.4 
25 15.6 16.1 15.6 16.1 
26 16.9 16.7 16.8 15.9 
27 26.0 14.6 23.3 14.5 
28 28.4 25.3 28.1 18.0 
29 33.3 31.3 17.4 109.3 
30 23.7 29.2 21.3 19.3 
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Espectro numérico de CIH-13-I 
 
 
Espectro numérico de CIH-13-II 
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Espectro numérico de CIH-13-III 
 
Espectro numérico de CIH-13-IV  
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DEP 135 de CIH-13Ac 
                 
Espectro numérico de CIH-10-I 
247 
 
 
Espectro numérico de CIH-10-II 
 
 
Espectro numérico de CIH-10-III 
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Espectros numéricos de CIH-10-IV y V 
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Espectro EM-ESI de la LCB acetilada de CIH-10 
 
 
 
 
 
Espectro HRMS-ESI (modo negativo) de la glucosa metilada obtenida por la metanólisis 
de CIH-10 
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APÉNDICE B. Difusión de la investigación 
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